ROSANGELA ROCHA MONTEIRO

LESOES PROLIFERATIVAS GASTRICAS INDUZIDAS
PELO REFLUXO DUODENO-GASTRICO EM RATOS

CAMPINAS

2004

El u S WA iR s zay o8
EIRLIGTECA CERYHAL

UMICAWP




ROSANGELA ROCHA MONTEIRO

LESOES PROLIFERATIVAS GASTRICAS INDUZIDAS
PELO REFLUXO DUODENO-GASTRICO EM RATOS

Dissertacdo de Mestrado apresentada & Pés-Graduacdo
da Faculdade de Ciéncias Médias da Universidade
Estadual de Campinas para obtencdio do titulo de Mestre

em Cirurgia

ORIENTADOR: Prof Dr. Nelson Adami Andreollo

CO-ORIENTADORA: Prof® Dra. Maria Aparecida Marchesan Rodrigues

CAMPINAS

2004

i



{ pMibADE
NE CHAMAD

Bh
B

v EX _
TOMBO B/ [y Lo

eroc.jf. I 5-0 &

cq o
PRECO 1] . O O

paTA LB L/

T CPD

Bihad 359

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS -UNICAMP

Bibliotecaria: Sandra Licia Pereira CRB8a./6044

M7641

Monteiro, Rosangela Lucinda Rocha
Lesbes proliferativas gastricas induzidas pelo refluxo duodeno-

gastrico em ratos / Rosédngela Lucinda Rocha Monteiro. Campinas, SP
:{s.n., 2004,

Ornentadores : Nelson Adami Andreollo, Maria Aparecida
Marchesan Rodrigues

Dissertacdo { Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Adenocarcinoma . 2. Hiperplasia. 3. Carcinogénese. I
Androllo, Nelson Adami. H. Rodrigues, Mana Aparecida Marchesan.
III. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias
Médicas. IV. Titulo.




Banca examinadora da Dissertacdo de Mestrado

Orientador: Prof. Dr. Neison Adami Andreollo

Membros:

1. Prof. Dr. Nelson Adami Andreollo

2. warginio Candido Tosta de Souza

3. "Prof. Dr. Luiz Roberto Lopes

Curso de pos-graduac¢do em Cirurgia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 15/12/2004




DEDICATORIA

Aos meus Pais

Peérsio e Nylsa

Ao meu sogro e 8 minha sogra
Antdnio e Maria

Aos meus filhos

Dafny, Felipe e Esiéfany

Ao meu esposo

Maury

vii



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao Professor NELSON ADAMI ANDREOLLO

Verdadeiro mestre e amigo, obrigada pelo papel determinante em minha
Jormagdo, ndo sé cientifica , mas como exemplo de ser humano, resumindo dentro de si
dedicagdo, perseveranca e humildade; obrigada por receber-me nesta instituicdo e assim

permitir que usufruisse da convivéncia de tantos amigos e com todos aprender fanto;
obrigada pela oportunidade impar de té-lo conhecido.

A Professora MARIA APARECIDA MARCHESAN RODRIGUES

Pelo estimulo ¢ exemplo de dedicacéo cientifica e académica, dividindo-se

entre pesquisadora, esposa, mie e mulher... . Obrigada por suas valiosas ponderacdes e
ensinamentos.

ix



AGRADECIMENTGOS

Ao Prof. Dr. Elisioc Meirelles de Miranda, pelo companheirismo em nossa

tarefa de aprimoramento.

Ao Prof. Dr. Luiz Carles de Meneses, amigo e incentivo constante no
dia-a-dia em nosso convivio profissional, dividindo as tarefas diarias de ensino para que

este trabalho fosse realizado e concretizado: obrigada pela confianga em mim depositada.

Ao Prof. Dr. Luiz Roberto Lopes, pela gentileza em realizar a apreciacio

deste trabalho e contribuir com sua experiéncia profissional.

Ao Prof. Dr. Mirio Mantovani, pelos ensinamentos didaticos 150 valiosos,

utets em toda a minha trajetéria.

A Profa. Dra. Rachel Lewinsohn, pelo exemplo de dedicagdio profissional e
acolhida no Nucleo de Medicina Experimental da FCM-UNICAMP.

Ao Prof. Dr. Virginio Tosta de Souza, exemplo a ser seguido de dedicacgio a
vida universitaria, guardando adjetivos tdo valiosos quanto bondade e seriedade. Um

grande profissional que engrandece a nossa instituicio.

Ao Adilson Abilio Piaza, técnico de laboratério, pela sua valiosa disposicio
em colaborar com extremo interesse na realizacio da digitalizac%o das imagens fotograficas

e realizar ensinamentos t30 Gteis na area de informatica.

Ao Augusto Cryscenke Andreollo, pelo auxilio valioso na &rea de

informatica.

A Gisele C. F. Turini e Luzia Aparecida M. R. Reis, técnicas do Laboratério
de Anatomia Patologica Experimental do NMCE da UNICAMP, que realizam o preparo do

material para estudo histoldgico sob a supervisio do Professor Konradin Metze,

Ao José Maria Otavio, responsavel pelo setor de multimidia do Gastrocentro

pela delicadeza e atenglo em auxiliar com sua experiéncia em informatica.

xi



A Maria Madalena de Abreu Rodrigues, técnica de laboratério do NMCE da

UNICAMP, pela dedicagdo e cuidado com os animais e disposigiio em ajudar sempre.

A Marina Rachel Araagjo, bidloga do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da FCM-UNICAMP, pela imensa colaboracio no desenvolvimento da
pesquisa, por suas avaliagdes pré e pds-operatéria, por sua extrema dedicacdo, pelo intenso

lago de amizade firmado e por tudo que me acrescentou como ser humano.

A Mircia Regina Monteiro, pela gentileza em realizar a revisio gramatical e

bibliografica da Tese.

A secretaria Vera Maria Barbosa, da pos-graduagio em cirurgia, pela

disposigdo em auxiliar com boa vontade sempre que solicitada.

A Faculdade de Ciéncias Médicas FCM-UNICAMP, Instituicio de
organizagdo monumental e admiravel, oferecendo intenso apoio ao Desenvolvimento

Cientifico deste Pais.

A Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,
que me acolheu na figura da Dra. Maria Aparecida Marchesan Rodrigues, para a realizacdo

da analise histologica desta pesquisa.

A Universidade do Vale Sapucai de Pouso Alegre, instituicio que me

acolheu, e fornece o incentivo para continuar nesta trajetéria académica.

Aos Funcionarios, Diretoria e Presidéncia do Hospital “Lar Irmi Maria
Augusta e Hospital Geridtrico Afonsina Reis Megale”, pelo apoio e carinho que direta

ou indiretamente contribuiram e incentivaram a execugio deste trabalho.

Ao Departamento de Estatistica da FCM/-UNICAMP, em especial Helymar
C. Machado pela elaboragic da analise estatistica.

Aos Funcionrios da Universidade do Vale do Sapucai, que gentilmente estdo

sempre prontos a nos ajudar e a nos incentivar.

xif



Ha quem diga que todas as noites sdo de sonhos... Mas hd
também quem diga nem todas... S6 as de verdo... Mas no
Jundo isso ndo tem muita importéncia... O que interessa
mesmo ndo sdo as noites ... Sdo os sonhos... Sonhos que o
Homem sonha sempre... Em todos os lugares, em iodas as

épocas do ano... Dormindo ou acordado...

(Willian Shakespeare)



E essencial convencermo-nos da prioridade da ética sobre a
técnica, do primado da pessoa sobre as coisas, da
superioridade do espirito sobre a matéria. A causa do homem
50 serd servida se o conhecimento estiver umido o
consciéncia. Os homens da ciéncia sé agradardo realmente a
humanidade se conservarem o sentido da ranscendéncia do

homem sobre o mundo e de Deus sobre o homemn.

JOAO PAULO 1T



SUMARIO

2.1 - Animais ¢ Ambiente de experimentacio............___..___..

2.1.1 - Acondicionamento..........................

212 - Alimemtacdo. ... e

22-Gruposdeanimais..... ...

2.5 - Sacrificio dos

2.6 - Abertura das pegas, exame macroscopico e documentacio

fotografica

animais e retiradadaspecas.._.....__....._

Xix

55

55

55

55

56

57

59

60

62

62

62



2.7 - Fixac¢io e processamento do material. ... . . e 63

2.8 - Anilise histopatolégica. ... ... 64

2.9 - Andlise Estatistica.................__.__._.................._.._._ 66

3 - RESULTADOS. e 67
3.1 -Exame Macroscopico...............................................__.. .. 69

3.2 - Lesbes macroscOpicas. ... 71

3.3 -~ Analise Histopatologica................................................ 76
4-DISCUSSAO. ..o 87
4.1 - Modelos experimentais....... ... 39

4.1.1 - Indugiio do cincer gastrico por drogas.............cocooveveoooo . 90

4.1.2 - Modelos experimentais de indugiio de lesdes proliferativas

gastricas por refluxo duodeno-gastrico........................._ . 92
4.2 - Anilise dos modelos experimentais em carcinogénese gistrica.... . 106

4.2.1 - Gastroenteroanastomoses, sem resseccio géstrica em ratos

tratados com N metil N Nitro-N-Nitrosoguanidina......... . 106
4.2.2 - Gastrectomias 2 BILLROTH 1I em ratos sem carcinégeno......... 106
4.2.3 - Gastrectomias 4 BILLROTH I em ratos sem carcinbgeno.......... 108
4.2.4 - Gastrectomias a BILLROTH 1I versus BILLROTH I em ratos.. 108
4.2.5 - Gastrectomias em Y de ROUX emratos..............._......... 109

4.2.6 - Gastroenteroanastomoses, sem resseccio gastrica em ratos,

SEM CArCINOZENO. ... 110

4.2.7 - Analise global dos modelos experimentais..............__.._. ... 111



4.3 - Animal de experimentaciio, fio de sutura e tempo de seguimento..... 112

4.4 - Lesdes Macrescopicas...........___.................._._.. 113

4.5 - Consideracdes sobre o exame Histopatolégico.................. . 113

4.5.1 - Hiperplasia Adenomatosa........................................_._.. 113

4. 5.2 Hiperplasia Escamosa........................................._. 114

4.5.3. Adenocarcinoma Mucinoso. ... 115

4.6 - Resultados de presente estudo versus Literatura. ... 116

4.7 - Refluxo duodeno-gastrico ¢ carcinogénese...............__. ... ... 119
5-CONCLUSOES ..o 123
6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... ... 127
7= APENDICES ..o 143

xxtii



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

AC
CEMIB

et al.

HE
HC1
MPO
NaOH
NMCE
NMNG
pH
RDG
RDG-P

°C

Adenocarcinoma

Centro de Bioterismo da UNICAMP

e outros

Hiperplasia Adenomatosa

Hiperplasia Escamosa

Acido Cloridrico

Myeloperoxidase

Hidréxido de sodio

Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP
N metil N Nitro- N-Nitrosoguanidina

Logaritmo do inverso da Concentragdo de ions Hidrogénio
Refluxo Duodeno-gastrico

Refluxo Duodeno-gastrico através do piloro

Graus centigrados



LISTA DE TABELAS

Puag.

Tabela 1-  Freqiiéncia de lesdes macroscOPICas... ..o oo 70
Tabela2 - Freqiiéncia de lesdes Histologicas. ... 77
Tabela 3- Comparagdo das proporgSes de ocorréncia da Hiperplasia

AdeNOmMAtOSA. ..o 78
Tabela 4 - Comparagdo das propor¢des de ocorréncia da Hiperplasia

Adenomatosa nos grupos GIL e GITL....................oooooiiivii 78
Tabela 5-  Freqiéncia de Hiperplasia Escamosa nos grupos estudados.... ... 81

Tabela 6 - Comparacio das proporgdes de ocorréncia da Hiperplasia Escamosa. 82
Tabela 7 -  Freqii€ncia das lesdes Histologicas do tipo Adenocarcinoma............. 84

Tabela 8 - Comparagio das propor¢des de ocorréncia de Adenocarcinoma nos

BIUPOS. ..o e e 85
Tabela 9-  Freqliéncia de lesBes histologicas. ... 103
Tabela 10 - Freqiiéncia de adenocarcinoma nos grupos a BIL....................... 107
Tabela 11 - Freqiéncia de adenocarcinoma em ratos gastrectomizados 2 BI e

COMTOlE. ... e 108

Tabela 12 - Comparacio da fregiiéncia em ratos gastrectomizados 4 Blou a BIL. 109

Tabela 13 - Comparacio da freqgiiéncia de adenocarcinomas em ratos submetidos
aBllouYde ROUX ... 109

XXVif



Tabela 14 -

Tabela 15 -

Tabela 16 -

Tabela 17 -

Tabela 18 -

Tabela 19 -

Tabela 20 -~

Comparagiio da freqiiéncia de Adenocarcinoma em ratos submetidos

a GastroenteroanastomoOSe. ...

Comparagdo entre os estudos semelhantes quanto a metodologia,

tempo de seguimento e lesdes na mucosa..................................._..
Freqtiéncia de lesdes macroscopicas em cada animal do grupo I1......
Fregiiéncia de lesdes macroscopicas em cada animal do grupo T1.....
Freqiiéncia de lesBes microscopicas nos animais do grupo T
Frequéncia de lesdes microscopicas nos animais do grupo IL ...

Freqii€ncia e tipo de lesdo por grupo paracadalocal.................

xxix

118

151

155

159

161

163



LISTA DE FIGURAS

Pig.
Figura 1 - Grupo L. 58
Figura 2 - Grupo L. 58
Figara3- Grupo Il et 59
Figurad - Grupo Il 60
FiguraS-  Grupo I . 61
Figura 6 - Grupo Il ... 61
Figura 7-  Grupo I. Aspecto macroscopico do estdmago no pos-operatorio........ 71
Figura 8 -  Grupo 11 Aspecto macroscOpico do estdmago no pos-operatorio. ... 72
Figura 9-  Grupo IIl. Aspecto macroscopico do estémago no pos-operatorio...... 72
Figura 10 - Grupo II. Aspecto macroscopico do estdmago no pds-operatorio. ... 73
Figura 11 - Grupo . Aspecto macroscopico do estdmago no pos-operatorio....... 74

Figura 12 - Grupo IL. Aspecto macroscdpico do estdmago no pos-operatério....... 74

Figura 13 - Grupo II. Aspecto macroscopico do estdmago no pos-operatorio....... 74

Figura 14 - Grupo 1II. Aspecto macroscopico do estémago no pos-operatorio. ... 74
Figura 15- Grupo IIL. Aspecto macroscopico do estdmago no pos-operatorio...... 75
Figura 16 - Grupo III. Aspecto macroscopico do estdémago no pos-operatdnio...... 75



Figura 17 - Grupo III. Aspecto macroscopico do estdbmago no pos-operatorio...... 75

Figura 18 - Grupo III. Aspecto macroscopico do estdmago no pos-operatério. ... 75
Figura 19 - Grupo I1. Hiperplasia Adenomatosa na anastomose....... ... 79
Figura 20 - Grupo 111 Hiperplasia Adenomatosa na mucosa pré-pilérica.............. 80
Figura 21 - Grupo IIl. Hiperplasia Adenomatosa na mucosa pré-pilorica........... 80
Figura 22 - Grupo 1. Mucosa normal na mucosa escamosa.................................. 82
Figura 23 - Grupo III. Hiperplasia €Scamosa. ... 83
Figura 24 - Adenocarcinoma mucinOso. ... 85
Figura 25 - Aspecto macroscopico do estdbmago normal......................_ .. 86
Figura 26 - Anastomose antral - vesicular e gastroduodenal........... ... 93
Figura 27 - Tubo gastrico interposto em Jejuno. ...............o.ocooeeeoooooo 94
Figura 28 - Tubo gastrico banhado por suco pancreatico........................... 94
Figura 29 - Tubo gastrico banhado porbile......................... o 95
Figura 30 - Refluxo combinado.................................... 96
Figura 31 - Refluxobiliar_ ... 96

Figura 32 - Refluxo pancreatico-duodenal........................__._._... . 97
Figura 33 - Refluxo através do plloro.. ... 106

Figura 34 - Refluxo através da anastomose........................................ 101

XXX



LISTA DE GRAFICOS

Pag.
Grafico 1 -  Freqii€ncia lesdes macroscopicas nos grupos........oooovooeooeeeeeeee. 70
Grifico 2 - Freqiiéncia de Hiperplasia Adenomatosa e Adenocarcinoma. ... ....... 77
Griafico 3 - Freqiiéncia de Hiperplasia Escamosa...................oocooiiieieiciee 81
Griafico 4 - Fregiéncia de Adenocarcinoma. ... 84






A participaglo do refluxo duodeno-gastrico no desenvolvimento de lesdes proliferativas e
no processo de carcinogénese gastrica vem sendo pesquisada ha décadas. Considerando-se
as divergéncias dos resultados obtidos na literatura e o nimero limitado de estudos,
propusemo-nos a avaliar o desenvolvimento destas lesSes e suas caracteristicas, através de
modelos especificos de refluxo duodeno-géstrico na mucosa gastrica de ratos machos
WISTAR. Assim, foram constituidos trés grupos experimentais. Grupo 1 controle, n= 25
em que os animais foram submetidos 4 gastrotomia na parede posterior do estdmago
glandular; Grupo II, n=25, denominado refluxo duodeno-gastrico (RDG), em que foi
realizado gastrojejunoanastomose na parede posterior do estdmago glandular e Grupo III
n=25, denominado refluxo duodeno-gastrico através do piloro, (RDG-P), em que foi
realizado procedimento semelhante ao grupo II, porém com secgdo e fechamento da alca
aferente. Todos os animais foram sacrificados na 36 ° semana de seguimento
pos-operatorio. Analisaram-se as lesdes proliferativas do ponto de vista macroscopico e
histologico nas regides de antro, da anastomose gastrojejunal e no estdmago escamoso. O
grupo I néo apresentou lesGes proliferativas macroscopicas ou histologicas. A incidéncia de
lesdes macroscopicas na regifo do antro nos grupos II e III foi 0% e 20% respectivamente.
Na regido da anastomose, para a mesma variavel, obteve-se respectivamente 36% e 88%
nos grupos II e III. As lesBes macroscopicas no estdmago escamoso foram diagnosticadas

em 12% no grupo Il e 28% no grupo Hi.

Na analise histologica foram diagnosticados a Hiperplasia Adenomatosa (HA), a
Hiperplasia Escamosa (HE) e o Adenecarcinoma (AC). A incidéncia da HA na regidio do
antro (mucosa preé-pilérica) nos grupos I e I foi respectivamente 0% e 40%, e ao nivel da

anastomose respectivamente 40% e 72%.

No estdmago escamoso, a incidéncia de Hiperplasia Escamosa nos grupos I e 1IL foi
respectivamente 12% e 20%, nio havendo diferenca estatisticamente significante para esta

lesdo. O adenocarcinoma foi diagnosticado em trés animais do grupo III (12%).

Concluimos que o refluxe duodeno-gastrico, através da mucosa e através do piloro no
pericdc de observagio de 3G semanas, propiciou o desenvolvimento de lesdes

proliferativas, predominantemente benignas, na mucosa gastrica de ratos WISTAR.

Resumo
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, ABSTRACT




The participation of the duodenogastric reflux in the development of mucosal proliferation
and in the process of gastric carcinogenesis it comes being researched during decades.
Considering the divergences of the results obtained in the literature and the limited number
of studies, we intended to evaluate the mucosal proliferation and its characteristics, thought
specific models of duodenogastric reflux, in stomach of WISTAR rats. Healthy and male
three months old rats were divided into 3 groups: group I — control (n = 25 animals),
submitted to the gastrotomy in the posterior wall of the glandular stomach;
group II - (n = 25 animals) submitted to duodenogastric reflux through the
gastrojejunoanastomosis in the posterior wall of the glandular stomach and
group II — (n = 25 animals) submitted to duodenogastric reflux through the pylorus after
the same procedure of the group II, closing the afferent loop. The animals were observed
during 36 weeks. Were analysed the mucosal damage, respectively, macroscopic and
microscopic finding of the antrum, the gastrojejunostomy and the squamous area. The
group I were not observed mucosa damage. The macroscopic lesions of the antrum in the
groups 1T and HI were 0% and 20%, respectively. The macroscopic lesions of the
gastrojejunostomy in the groups II and T were 36% and 88%, respectively, in the
Squamous area were 12% and 28%, respectively. Microscopically, were diagnosed
adenomatous hyperplasia (AH), squamous hyperplasia (SH) and adenocarcinoma (AC).
The occurrence of AH at the antrum in the groups II and III were 0% and 40%,
respectively, and in the gastrojejunostomy were 40% and 72%, respectively. The
occurrence of SH at the squamous area in the groups Il and I were 12% and 20%,
respectively, without statistics differences between the groups. The AC were found in three

animals of groups 11 (12%)).

The final conclusions showed that the duodenogastric reflux studied in the both groups

(I / TII), presented mainly benign lesions in the gastric mucosal of the rats.

Abstract
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A participagdo do refluxo duodeno-gastrico no desenvolvimento de lesGes
proliferativas benignas ¢ malignas no estdmago, vem sendo amplamente estudada e
gerando um grande nimero de pesquisas. Nas décadas de 60 e 70 estas pesquisas
intensificaram-se para elucidar se pacientes submetidos a técnicas cinirgicas que promovam
o refluxo duodeno-gastrico (gastrectomias parciais por doengas benignas) teriam um risco
maior do que a populagiio ndo gastrectomizada para o desenvolvimento de cincer no coto
gastrico remanescente. A maioria destes trabalhos mostrou resultados contraditorios e néo
permitiram conclusdes definitivas sobre o tema (BOECKEL e LILL, 1963; HILBE et of.
1968, MORGENSTERN er al 1973, DOMELLOF e JANUNGER, 1977,
EBERLLEIN ef al. 1978, KLARFELD e RESNICK, 1979; SAVAGE e JONES, 1979).
Somente a partir da década de 80, com a realizagfo de pesquisas metodologicamente bem
elaboradas ¢ com casuisticas adequadas, é que foi estabelecido uma tendéncia em
considerar os pacientes gastrectomizados, particularmente através de reconstrugdes a
BILLROTH II, mais susceptiveis ao desenvolvimento de cincer no estdmago remanescente
ap0Os um periodo pos-operatorio superior a 20 anos (CAYAGILL ef al. 1986; VISTE ef al.
1986; LUNDEGARDH et al 1988, OFFERHAUS er af. 1983; TOFTGAARD, 1989;
TERSMETTE ez al. 1991).

A mucosa gastrica do homem ¢ particularmente susceptivel ao desenvolvimento
neoplasico quando as secregbes de 6rgaos como o figado (secregio biliar), as do pancreas
(secregdo pancredtica) e as das glindulas do epitélic de revestimento do duodeno
{secregdo duodenal) sio desviadas de seu curso natural e refluem em diregio ao estdmago.
MIWA et al. (1992b).

O desenvolvimento neoplésico pode ser caracterizado por quatro etapas,
denominadas, iniciacio, promecio, progressio e manifestacie. As duas primeiras
ocorrem durante o intervalo entre a exposi¢do e o aparecimento de lesSes consideradas pré

neopldsicas. A iniciagdo constitui-se em etapa de interagio do fator agressor com o DNA da
celula alvo. PITOT (1982, 1989).

A etapa de promogao ¢ caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes tumorais
benignas ou de focos de células com fendtipo alterado. Os agentes promotores nio reagem
diretamente com o material genético da célula, apenas estimulam o processo da

proliferagdo celular, sendo um processo caracterizado pela reversibilidade. PITOT (1989).

Introducdio
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A etapa de progressdo ¢ caracterizada pelas alteracSes estruturais do genoma € é
diretamente relacionada ao crescimento tumoral, invasibilidade e capacidade metastatica.
Esta etapa confere ao orgdo atingido as caracteristicas para a manifestagio clinica do tumor.
PITOT (1982).

O estudo experimental de indugdo de carcinogénese gastrica pode ser realizado
atraves de algumas técnicas, dentre elas destacam-se: a utilizagdio de drogas agindo sobre a
mucosa, o desvio do trénsito do conteiido luminar do estémago e duodeno com ou sem
ressecgOes gastricas, a realizagdo da desnervagio total ou parcial do estdmago e através de
técnicas que promovam o refluxo duodeno-gastrico (MASON, 1986; MIWA ef af. 1992 a;
TAYLOR et al 1991).

Modelos experimentais empregando o rato permitem a utilizagdo mais ficil de
um grande numero de animais, e hi ainda a semelhanca da ultraestrutura da mucosa
gastrica com a do homem, tomando-a ideal para analise histologica e molecular
SCHIMITZ et al. (1990).

A indugdo do céncer gastrico por drogas tém sido utilizada ha varias décadas. O
potencial carcinogénico dos compostos nitrosos foi comprovado, experimentalmente, no
final da década de 60, quando pesquisadores japoneses observaram lesdes malignas no
estémago glandular de ratos tratados com carcinégeno
N- metil- N'- nitro- N- nitrosoguanidina (MNNG) administrado na agua de beber
(SUGIMURA ¢ FUJIMURA, 1967; SAITO et al, 1970). Posteriormente, varios autores
realizaram  pesquisas  administrando MNNG a  ratos gastrectomizados
(DAHM ¢ WERNER, 1973; RUMPF et al 1978 SCHLAKE e NOMURA, 1979;
KONDO et al. 1984; NISHIDOI ef al. 1984; SALMON et al. 1985; HOUGHTON ef al.
1987). Esses autores conchiiram que nos animais gastrectomizados através de técnicas
operatorias que propiciavam o refluxo duodeno-gastrico e tratados com o MNNG, ocorria
potencializacio dos efeitos do carcindgeno, com o aparecimento mais precoce € em maior
numero de tumores, quando comparados aos animais que receberam apenas o carcinogeno.
A metilagdo do DNA seria o fator responsavel pelos mecanismos que levariam ao

aparecimento do carcinoma (LAWLEY, 1968; Mc CALLA, 1968).

Introdugdo
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Nas décadas de 80 e 90, alguns trabalhos em ratos gastrectomizados
demonstraram que a obtencdo de cincer gastrico experimental era possivel sem a
administra¢do de carcinogenos, bastando a indugdo do refluxo das secregOes duodenais
(LANGHANS ef al. 1981; THEURING et al. 1985; MASON, 1986; SZENTLELEKI et al.
1990; MIWA ef al. 1993; KAMINISH ef al.1995). A incidéncia de lesdes neoplasicas
malignas nestes modelos era muito heterogénea, variando de 0 a 71,4% na gastrectomia a
BILLROTH 1II e além disso, ultrapassava ou igualava-se a obtida nos modelos que

utilizaram carcinégenos quimicos.

Dentre as teorias formuladas para explicar essa maior susceptibilidade para o
desenvolvimento de neoplasias malignas no coto gastrico, destacam-se: formagso
intragastrica de compostos nitrosos a partir da conversio do nitrato em nitrito mediada por
enzimas produzidas por bactérias que passariam a colonizar o estémago remanescente
hipocloridrico; a agdo detergente dos sais biliares sobre a mucosa gastrica que facilitaria o
contato da por¢do proliferativa do epitélio com carcindgenos e, finalmente, os efeitos
promotores das secregdes do conteido duodenal (HAWKSWORTH e HILL, 1971;
CORREA et al. 1975; WILLIAMSON e RATNEY, 1984; HOUGHTON ef al. 1987; FAZ1
etal. 1991; MIWA et al. 1994; MIRVISH, 1997).

A secregio biliopancreatica tem sido mencionada na literatura como agente que
atua  na fase de promogio da  carcinogénese do  coto gastrico
(HOUGHTON, et al. 1987, IMAL et al. 1993; KOBAYASI, et al. 1993; KOBAYASI, et al.
1994 b; SZENTLELEKL e ol 1990), fatc este comprovadc experimentalmente
(KATSUYAMA e SPICER, 1978). Por outro lado, outros trabalhos experimentais tém
demonstrado que a secregio biliopancreatica ¢ um agente iniciador e promotor na
carcinogénese do coto gastrico LANGHANS, ef af. (1984). E dificil acreditar na existéncia
de substincias secretadas pelo organismo que sejam iniciadoras do desenvolvimento
neoplésico; desta forma, as pesquisas sobre o refluxo duodeno-gastrico e carcinogénese
foram intensificadas nesta (ltima década e também em nosso meio
(ANDREOLLO, 1994; KOBAYASI, 1990; KOBAYASL ef al. 1991, KOBAYASI, ef al.
1993, KOBAYASI, er al. 1994b).
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Na década atual, os pesquisadores passaram a dirigir seus esforcos para a
investigagio da relagdo entre o refluxo duodeno-gastrico e a carcinogénese gastrica nos
individuos que apresentam o chamado refluxo duodeno-gastrico primario (RDGP), que
ocorre atraves do piloro em condigbes de jejum e pés-prandiais. Esse refluxo, quando
excessivo, pode estar ligado a etiopatogenia de algumas doengas tais como: gastrite cronica,
ulcera gastrica, esofagite, esofago de Barrett (FISHER ef al. 1973: REES et al. 1979:
WARSHAW, 1979; GIACOSA efal 1981;

KALIMA, 1982; THOMAS et al. 1984; GOWEN, 1985; MIWA ef al. (1995) e
possivelmente, carcinomas experimentais do eséfago (ATTWOOD ef af 1992;
MIWA et al. 1994).

E conhecido o fato que a maioria das neoplasias do estdmago surgem em um
ambiente de gastrite cronica atrofica com metaplasia intestinal. CHELI ef al. (1981)
atribuiram aos acidos biliares e & lisolecitina uma participagio efetiva na etiopatogenia da
gastrite crénica. SOBALA er al. (1993) associaram a intensidade da atrofia glandular e da
metaplasia intestinal ao refluxo das secre¢des duodenais. Desta forma, existe uma grande
possibilidade que o refluxo duodeno-gistrico priméario tenha alguma participagdo na

etiopatogenia do céncer géstrico em estdmago nio operado MIWA ef al. (1995).

O estudo de estdmagos submetidos ao refluxo do conteido das secregdes
duodenais pode acelerar as pesquisas na identificagiio de carcindgenos gastricos ambientais,
que estejam sendo responsaveis pela elevacio da incidéncia do cancer gastrico no Brasil.
Os modelos de refluxo duodeno-géstrico, por expor a mucosa géstrica a etapa de promogio

de carcinogénese, podem abreviar os testes de mutagenicidade para cincer gastrico.

Considerando-se a divergéncia dos resultados obtidos na literatura e o nimero
limitado de estudos a respeito do tema, propusemo-nos a realizar um estudo experimental
com o objetive de diagnosticar a natureza das lesdes proliferativas que se desenvolvem na
mucosa gastrica de ratos submetidos ao refluxo duodeno-gastrico. Nosso modelo apresenta
como variacdo dos demais estudos realizados, a localizacio da gastrojejunoanastomose gue
se encontra posicionada na parede posterior do estdmago glandular, proximo i grande

curvatura.
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1.1 - Objetiveos

Avaliar macro e microscopicamente as lesdes proliferativas que se

desenvolvem na mucosa gastrica de ratos, induzidas pelo refluxo duodeno-gastrico durante

36 semanas de observacio, através de:

a) Gastrojejunoanastomose latero-lateral na parede posterior do estémago

glandular (Refluxo duodeno-gastrico — RDG).

b) Gastrojejunoanastomose latero-lateral na parede posterior do estémago
glandular, com sec¢io e fechamento da alca  aferente

(Refluxo duodeno-gastrico através do piloro - RDG-P).
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2 - MATERIAL E METODOS
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2.1 - Animais ¢ Ambiente de experimentaciio

Foram utilizados 94 ratos da raca WISTAR (rattus norvegicus albinus,
Rodentia, Mammalia), machos, com cerca de 3 meses de idade e peso variavel de 180 a 280
grs., fornecidos pelo CEMIB, Centro de Bioterismo da UNICAMP. Qs animais foram
mantidos no Biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE), sob
temperatura ambiente, em ciclos diumos de luz. Os animais utilizados foram criados no
proprio CEMIB em condicdes especiais, de forma que, podem ser considerados saudaveis e

livres de doengas .

2.1.1 - Acondicionamento

Os animais foram acondicionados em gaiolas de poliuretano, com 33 cm de
largura, 40 cm de comprimento e 18 cm de altura, forrada com serragem (maravalha) e com

tampo de grade metalica.

2.1.2 - Alimentacio

Todos os animais foram alimentados com ragfio para roedores usada no biotério
do CEMIB, ad libitum, trocada uma vez por semana, ¢ obtiveram livre acesso 3 agua
durante o periodo de experimentacio. A composicio da ragiio utilizada esta descrita no

Apéndice- L

2.2 - Grupos de animais

O calculo do mimero de animais por grupo foi realizado baseado em Tamanho
Amostral para Proporgio (Estudo Descritivo- variavel Qualitativa) elaborado pelo
Departamento de Estatistica- Comissdo de Pesquisa FCM-UNICAMP, como descrito no

Apéndice I Os animais foram divididos em trés grupos, a saber:
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221-Grupol

Vinte ¢ cinco ratos submetidos a laparotomia com manipulagdo das visceras
abdominais e submetidos a gastrotomia na parede posterior do estdmago. Esses animais
foram observados e em seguida sacrificados na 36 * semana de seguimento pos-operatorio.

Este grupo foi denominado Grupo Controle.

222-Grupo I

Trinta e dois animais foram submetidos & laparotomia, identificagdo do
duodeno, distando 4 cm do piloro, abertura da alga intestinal e da mucosa gastrica e
realizagdo de gastrojejunoanastomose no sentido isoperistaltico da al¢a, ¢ na parede
posterior do estdbmago. Foram observados e em seguida sacrificados na 36° semana de

pos-operatorio. Este grupo foi denominado de Grupo do Refluxo duodeno-gastrico (RDG).

223 -Grupo I

Trinta e sete animais foram submetidos a procedimento cirirgico de
gastrojejunoanastomose semelhante ao grupo II, porém com secgio da alga aferente,
induzindo-se refluxo duodeno-gastrico através do piloro. Foram observados ¢ em seguida
sacrificados na 36" semana de pos-operatorio. Este grupo foi denominado de Refluxo

duodeno-gastrico através do piloro (RDG-P).

2.3 - Procedimentos Cirfirgicos

Os animais permaneceram em restrigio alimentar e hidrica nas 24 horas que
antecederam © procedimento cirargico, e obtiveram acesso & agua e a soluciio de ringer

lactato somente apds 12 horas de pos-operatdrio.
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A anestesia foi realizada através da colocagio do animal em cuba de vidro
contendo chumago embebido com éter etilico, ¢ permanéncia de 3 a 5 minutos no seu
interior, € a seguir acondicionado em dectibito dorsal na prancha de cirurgia, ficando preso

e imovel & mesma através de seus quatro membros.

Durante todo o ato cirdrgico, o animal foi mantido anestesiado mediante
manutencio intermitente de pequeno chumago de algodio embebido com éter etilico no
interior de um cone, junto as suas narinas. Foi realizado a seguir raspagem dos pélos em
toda a extensio do abdome, anti-sepsia com élcool iodado e colocagio de campo
fenestrado. O acesso 4 cavidade abdominal foi obtido através de uma laparotomia mediana

e o fechamento da incisio com pontos separados de algodio 4-0 .

2.3.1 - Grupo L Controle (n= 25)

Os animais foram submetidos inicialmente & manipulagio das visceras
abdominais. Identificou-se a regifio posterior do corpo gastrico, proximo 4 curvatura maior,
assim como a transi¢io do estdmago glandular com o escamoso. Foi realizada abertura da
parede posterior gastrica com cerca de 1 cm de extensdo, no sentido transversal ao eixo
maior do estdmago. A incisdo foi fechada através de sutura continua com fio polipropileno
6-0. O local onde foi realizado a gastrotomia foi marcado com Tinta Nankin, para posterior

identificacio (Figuras I ¢ 2).
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Figura 1 - Grupo I - (Controle) Gastrotomia na parede posterior. Visio das paredes anterior

€ posterior respectivamente.

Figura 2 - Grupo I (Controle)- Gastrotomia na parede posterior.
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2.3.2 - Grupo I. (RDG) (n = 32)

Neste grupo foi realizada a gastrojejunoanastomose no estdmago glandular. A
abertura na parede posterior do estdmago foi de aproximadamente 1 cm de extens3o, com
auxilio de bisturi e tesoura. A alga intestinal isolada era distante cerca de 4 cm do piloro e
sua abertura de cerca de 1 cm de extens3o, ocorreu na borda antimesentérica, com auxilio
de tesoura. Realizou-se a gastrojejuncanastomose no sentido isoperistaltico da alca
intestinal, e utilizou-se fio de polipropileno n° 6-0 e sutura continua com pontos

extramucosos. (Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Grupo II (RDG). Gastrojejuncanastomose na parede posterior. Visdio das

paredes anterior ¢ posterior respectivamente.

Material e Métodos
59



Figura 4 - Grupo Il (RDG).Gastrojejunoanastomose na parede posterior.

2.3.3 - Grupo Il (RDG-P) (n= 37)

Neste grupo foi realizado gastrojejunoanastomose no mesmo local dos animais
do grupo 1. A anastomose, com 1 cm de extensdo, foi realizada através de sutura continua
em planc unico, utilizando fio de polipropileno 6-0 monofilamentar, A seguir foi realizado
secglo ¢ fechamento da alga aferente, aproximadamente 3 cm do piloro, com fio de
polipropilenc 6-0 monofilamentar. Deste modo, criou-se uma al¢a em fundo cego ¢ todo ¢
conteido duodenal obrigatoriamente, desviado para o estdmago através do piloro.
(Figuras 5 ¢ 6).
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Figura 5 - Grupo III (RDG-P).Gastrojejunoanastomose na parede posterior com ligadura

da alca aferente. Visdo das paredes anterior e posterior respectivamente.

Figura 6 ~ Grupo Il (RDG-P). Gastrojejunoanastomose com ligadura da alca aferente na

parede posterior
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2.4 - Cuidados pés-operatérios e observacio dos animais

Nas 24 horas subseqiientes ao periodo de recuperagfio anestésica, os animais
obtiveram acesso a agua e solugio de Ringuer lactato. A ragio foi re-introduzida a partir do
segundo dia de pos-operatério. Durante todo o tempo de observagdo, os animais foram
pesados mensalmente no periodo da manhi entre 8 e 10 horas. Foram incluidos no estudo
somente os animais que sobreviveram nas 36 semanas apos o procedimento cirirgico até a

data do sacrificio.

2.5 - Sacrificio dos animais e retirada das pecas

Os amimais foram submetidos 4 anestesia com éter sulfirico até obtengio de
parada cardio-respiratoria, e a seguir, a laparotomia mediana. Os 6rgdos da cavidade
abdominal foram cuidadosamente examinados para avaliagio de ascite, aderéncias,

nddulos, abscessos e fistulas.

A retirada das pegas foi realizada seccionando-se o esdfago abdominal e o

jejuno a 3 cm aproximadamente ap6s o término da anastomose.

2.6 - Abertura das pecas, exame macrosedpico e documentacio fotografica

Apos terem sido cuidadosamente retiradas, as pecas cirargicas foram abertas

como se descreve a seguir:

2.6.1 - Grupo I - Controle

O estdmago foi aberto pela grande curvatura, lavado em soluciio fisiologica e
examinado pela superficie da mucosa. Em seguida, as pecas foram identificadas e

fotografadas.
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2.6.2 - Grupo I - RDG

O estdmago foi aberto pela sua curvatura maior e pela borda mesenterial do
duodeno e segmento de jejuno, lavado em solugfo fisiolégica e examinado pela superficie

da mucosa. A seguir, as pecas foram identificadas e fotografadas.

2.6.3 - Grupo Il - RDG-P

O estomago foi aberto pela curvatura maior, o duodeno e o segmento de jejuno,
atraves da borda mesenterial. Logo apos, as pegas foram lavadas em solugdo fisiologica e
submetidas a0 exame macroscopico pela superficie mucosa. Em seguida, as pecas foram

identificadas e fotografadas.

2.7 - Fixacdo e processamento do material

As pegas foram estendidas sobre placas de isopor pela face serosa e presas com
alfinetes. Em seguida, permaneceram mergulhadas em solugio de formalina a 10%
tamponada durante 24 horas. O preparo da formalina tamponada esta descrito no Apéndice
II. Apods este periodo, foram submersas em solucio de alcool a 70 % até serem cortadas

como se descreve a seguir:

2.7.1 - Grupo I — Controle

Seccionou-se no sentido transversal, ao nivel da transicio do estdmago
escamoso com o glandular e entre o estdmago e o ducdeno. Em seguida, obtiveram-se dois
fragmentos longitudinais com dois milimetros de largura do estdmago escamoso, assim
como da regido da gastrotomia no sentido perpendicular, identificada pela “tatuagem” com
tinta Nankin, e do piloro. Foram obtidos fragmentos das faces anterior e posterior das

por¢hes: escamosa, glandular e do piloro.
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2.7.2 - Grupo I (RDG)

Secgdo longitudinal de dois fragmentos de 2 milimetros de largura na jungio do
epitélio escamoso com o glandular, ¢ dois fragmentos também de 2 milimetros do piloro.
Na seqiiéncia, obtiveram-se dois fragmentos da regiio da gastrojejunoanastomose no
sentido perpendicular de dois milimetros. O estdmago foi inicialmente seccionado
longitudinalmente na curvatura menor e desta forma foram obtidos fragmentos das suas

paredes anterior e posterior, das por¢bes escamosa, da anastomose e do piloro.

2.7.3 - Grupo III (RGD-P)

Obtiveram-se dois fragmentos longitudinais de dois milimetros de largura da
transi¢do do estdmago glandular com o escamoso, dois fragmentos longitudinais de dois
milimetros de largura do piloro, e dois fragmentos perpendiculares & sutura da anastomose
gastrojejunal. Também foram obtidos cortes das paredes anterior e posterior da porcdo

¢scamosa, da anastomose e do piloro.

Os fragmentos obtidos foram identificados, colocados em frascos com solugdo

de alcool 70% e processados pelos métodos usuais para obtengdo de cortes histologicos.

2.8 - Analise histopatoldgica

O exame histologico do material foi realizado em microscopio éptico comum,

em cortes corados pela hematoxilina-eosina.

O protocolo da analise histologica foi elaborado, incluindo-se os critérios:
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2.8.1 - Hiperplasia Escamosa (HE)

Diagnosticada quando o epitélio pavimentoso estratificado apresentava-se

espessado (duas ou mais vezes que o normal) e com hiperceratose.

2.8.2 - Hiperplasia Adenomatosa (HA)

Caracterizada por proliferagio de estruturas glandulares com crescimento

endofitico ou exofitico em relagdo a submucosa, e com auséncia de atipias celulares.

2.8.3 - Adenocarcinoma (AC)

Diferencia-se da lesdo anterior (HA) pela presenca obrigatoria de atipias

celulares e estruturais graves, bem como pelo crescimento invasivo.

A andlise histologica das lesdes proliferativas foi realizada no laboratério de
Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, onde utilizou-se
microscopio optico (Leica DMLB, ocular L PLAN 10x/25, objetiva- Carl Zeiss GF
phanachromat = 3,2 x 0,006 o/ -A), cuja imagem era capturada por cimera
(Kohler CTV 500, sistema NTSC com acoplador com lente 0,63 X) .

A digitalizagdo das imagens histologicas para documentagio foi realizada no
Laborat6rio de Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias da UNICAMP, através de
computador Pentium IV acoplado a microscopio AXIOPHOT 2 com cimera de video,
marca ZEISS, utilizando programa KS 300 e ADOBE PHOTOSHOP.
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2.9 - Analise Estatistica

Na comparagiio entre os grupos I (RDG) e GIII (RDG-P), no caso de variavel

classificatonia (ocorréncia ou ndo do evento), calculou-se as proporcdes de ocorréncia em

cada grupo.

Nas comparagdes dos grupos utilizou-se para medidas independentes, o teste
qui-quadrado. Em alguns casos empregou-se o Teste exato de Fisher devido  ocorréncia de
valores esperados menores do que cinco (SIEGEL, 1975; FLEISS, 1981). Foi utilizado em
nivel de significincia de 5% (p-valor < 0.05), onde p ¢ a probabilidade de erroneamente

concluir pela diferenga entre os dois grupos.

A analise estatistica comparativa entre o grupo GI (controle) e os demais nio
foi realizada. Esta op¢o deveu-se ao fato de nfio terem sido observados eventos biologicos
com interesse de comparacio com os demais grupos. A fabela 20 do Apéndice VIII

demonstra as freqiiéncias das lesdes microscopicas encontradas nos grupos estudados.
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3 - RESULTADOS




Foram operados 94 animais, dos quais 75 foram incluidos no estudo, sendo
excluidos 19 (20,21%) dos grupos II (RDG) e HI (RDG-P), a saber: 7 animais do grupo I e
12 animais do grupo III, por terem sido encontrados mortos nas gaiolas no primeiro 1 més
de pos-operatério. Nio se identificou a causa do 6bito por nfio ter sido realizado exame
pos-mortem. Todos os animais do grupo I (Controle) permaneceram vivos até o final da

pesquisa.

Quanto ao peso dos animais, durante o experimento foi observado que todos
ganharam peso. Nas trés primeiras semanas de pos-operatério, os animais dos grupos 11
(RDG) e Il (RDG-P) apresentaram discreta diminui¢io de peso em comparagfo ao grupo

controle. No restante do periodo de observagio nio houve diferenga significativa entre os

ZIupos.

3.1 - Exame Macroscopico

Nos animais submetidos ao sacrificio, durante o exame da cavidade abdominal
constatou-se a presenca de aderéncias entre o lobo esquerdo do figado e o local da
gastrojejunocanastomose, ou da gastrotomia, bem como entre as algas jejunais. Nio se
constatou a presenca de nddulos linfaticos proeminentes, ascite, ou gualquer evidéncia de

comprometimento metastatico de 6rgios a distincia ou da superficie peritoneal.

Apos a remociio das pegas € a sua aberfura, examinou-se a superficie mucosa.
Durante o exame, nos grupos Il e III, constatou-se a presenca de lesBes vegetantes
polipoides ou sésseis de tamanhos varidveis ao nivel da anastomose gastrojejunal, e

algumas encontradas na mucosa pré-pilorica no grupo TIL

Nas pecas do grupo controle ndo se observou lesdes macroscopicas
importantes, a nfio ser discreta proeminéneia da mucosa no local da gastrotomia. As lesBes
macroscopicas encontradas nos animais do grupo I e II encontram-se descritas nos

Apéndices IV e V respectivamente.
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A freqitiéncia das lesGes macroscopicas nos diferentes grupos encontradas sfo
apresentadas a seguir na Tabela 1 e no Grdfico 1.

Tabela 1 - Frequéncia de lesSes macroscopicas (%) e localizagfio nas pegas cirargicas nos
grupos I (Controle), I (RDG) e Tl (RDG-P) n= nimero efetivo de pegas

Grupos n Estémago escamoso(%) Anastomose(%5) Pré-pilorica(%e)
I 25 0 0 0
I 25 3 (12%) 9 (36%) 4]
m 25 T (28%;) 22 88%) 5(20%)
n° de lesbes
25
20
15
1 Escamoso
10 1 Anastomose
Pré-pilorica
5
0

Gl Gll Gl

Grupos

Grifico 1 - Frequéncia das lesGes macroscopicas segundo a localizacio anatdmica

{regifio escamosa, mucosa ao nivel da anastomose e mucosa pré-pilérica), nos
animais conforme os grupos I, I e I11.
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A maior fregliéncia de lesSes macroscopicas (88%) ocorreu na anastomose

gastrojejunal do grupo III, seguido pelo grupo I (36%).

3.2 - Lesdes macroscopicas

As figuras 7, 8 ¢ 9 demonstram o aspecto macroscopico do estdmago ao
exame externo nos grupos [ (Controle), GII (RDG) e GIT (RDG-P) .

Figura 7 - Grupo L Aspecto do estdmago no pos-operatdrio (parede anterior).
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Figura 8 - Grupo IL (RDG). Aspecto macroscopico do estdmago no pés-operatorio.

Figura 9 - Grupo IIL{RDG-P). Aspecto macroscopico do estdmago no pos-operatério.
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A Figura 10 ilustra as mucosas escamosa e glandular normais de um animal do

grupo I (Controle).

Figura 10 - Aspecto MacroscOpico de estdmago normal de rato.
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As figuras 11, 12, 13 e 14 demonstram o aspecto das lesdes apds a abertura das
pecas no grupo II. Estfo assinaladas ulceragbes e lesGes polipdides na anastomose

gastrojejunal.

Figura 11 - Grupo I (RDG) Figuara 12 - Grupo I (RDG)

Figura 13 ~ Grupo II (RDG) Figura 14 - Grupo II (RDG)
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As figuras 15, 16, 17 e 18 demonstram o aspecto das lesfes encontradas no
grupo 111, apds a abertura das pecas. Estfo assinaladas as lesOes polipoides na anastomose

gastrojejunal.

Figura 15 - Grupo III (RDG-P) Figura 16 - Grupo Il (RDG-P)

Figura 17 - Grupo I (RDG-P) Figura 18 - Grupo [II (RDG-P)
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3.3 - Andlise Histopatolégica.
As seguintes regibes foram analizadas durante o exame histolégico:
- Mucosa ao nivel da anastomose (estdmago glandular)
- Mucosa ao nivel da regido escamosa
- Mucosa ao nivel pré-pilorico
Trés tipos de lesGes proliferativas foram encontradas:
- Hiperplasia Adenomatosa (HA)
- - Hiperplasia Escamosa (HE)
- Adenocarcinoma Mucinoso (AC)

As lesdes histopatologicas encontradas encontram-se demonstradas nos
Apéndices VII e VIII,

A freqiéncia de Hiperplasia Adenomatosa e Adenocarcinoma na mucosa
pré-pil6rica e na anastomose nos trés grupos estudados é mostrada na Tabela 2. O Grifico

2 demonstra a freqiiéncia destas lesdes .

As tabelas 3 e 4 referem-se 4 comparagio das proporgdes de ocorréncia da
hiperplasia adenomatosa na mucosa pré-pildrica e na mucosa da anastomose nos grupos Il e
111
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Tabela 2 - Frequéncia de lestes histologicas (%) na mucosa pré-pilérica e na anastomose

nos grupos Gl{controle) GII (RDG) e GIII (RDG-P) n = niimero efetivo de

animais: HA = Hiperplasia Adenomatosa; AC = Adenocarcinoma Mucinoso.

Grupos n Pré-pilorica Anastomose
(%) (%)
HA AC HA AC

I 25 0 0 4] ¢

1T 25 0 0 10(40%) 0
HI 25 10¢40%) 0 18(72%) 3(12%)

N°de lesdes
18 :
16+
14+
124
10+ Pré-pilH A
BPrépilAC

8 B Anast H A

6 BlAnastAC

4+

2l

0

Gl Gl GIH
Local

Grifico 2 - Freqiiéncia da Hiperplasia Adenomatosa (H A) e Adenocarcinema (A C)
nos grupos I {Controle), I ( RDG) e III (RDG-P),segundo localizacio na

anastomose (Anast) ou na mucosa pré-pilérica (Pré-pil).
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Tabela 3 - Comparago das proporgBes de ocorréncia da Hiperplasia Adenomatosa na

mucosa pré-pilorica nos grupos Grupo II (RDG) e HI (RDG-P),
n = n° de eventos observados

n Proporgio Total
Gl 0 0 25
cnai 10 0,4000 25
Total 10 0,2000 50
Comentdrio: X2 =12,50; p= 0,0004:. GII<GIII,

Tabela 4 - Comparagio das proporgdes de ocorréncia da Hiperplasia Adenomatosa na

mucosa da anastomose nos grupos I (RDG) e Tl (RDG-P)
n = n ° de eventos observados.

n Proporgie Toial
GIx 10 0,4000 25
G 18 0,7200 25
Total 28 0,5600 50
Comentario: X® = 5,19; p= 0,0227:. GII < GIII

Pode-se observar que na mucosa pré-pilorica e na mucosa da anastomose houve

diferenga estatistica entre 0s grupos, sendo que existe maior freqiiéncia de lesBes no grupo
GIII (RDG-P)- (p<0,05).

A leslio histoldgica de Hiperplasia Adenomatosa na anastomose no grupo 11
(RDG) encontra-se demonstrada na figura 19, a seguir.
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Figura 19 - Grupo II (RDG). Hiperplasia Adenomatosa na anastomose. (HE-400x).

As figuras 20 ¢ 2] demonstram a Miperplasia Adenomatosa na mucosa

pré-pilorica no grupo I,
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Figura 20 - Grupo IIl (RDG-P). Hiperplasia Adenomatosa na mucosa pré-pilorica
(HE-200x)

Figura 21 - Grupo Il (RDG-P). Hiperplasia Adenomatosa na mucosa pré-pildrica
(HE-400%).
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A tabela 5, demonstra a freqiiéncia da Hiperplasia Escamosa encontrada nos

diferentes Grupos.

Tabela 5 - Freqiiéncia de Hiperplasia Escamosa (%) nos Grupos I (Controle), GII (RDG)
e GIII (RDG-P).

n= namero efetivo de animais

Grupos n Hiperplasia Escamosa
Controle 25 0

RDG 25 3 (12%)
RDG-P 25 5(20%)

O grifico 3, demonstra a freqiiéncia de Hiperplasia Escamosa nos grupos

estudados.

n® de lesdes

Hiperplasia
Escamosa

Gl Gil Giil

Grupos

Grafico 3 - Freqiéncia da Hiperplasia Escamosa nos grupos I { Controle), II (RDG) e III
(RDG-P).
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Tabela 6 - Comparagdo das proporgBes de ocorréncia da Hiperplasia Escamosa nos

grupos II (RDG) e III (RDG-P).
n=n° de eventos observados

n Preporcio Total
GlI 3 0,1200 25
Gl 5 0,2000 25
Total 8 89,1600 50

Comentario: Teste exato de Fisher= p=0,7019 :, GII =GIII

Pode-se observar que a freqiiéncia Hiperplasia Escamosa nio diferiu entre os
grupos GII e GIII (p<0,05), utilizando-se o teste exato de Fisher (SIEGEL, 8. 1975).

A figura 22 demonstra a mucosa normal na regifo escamosa no grupo I

{Controle).

Figura 22 - Grupo Controle. Mucosa normal da regifio escamosa (HE-400x).
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A figura 23 corresponde & Hiperplasia Escamosa encontrada no grupo III
(RDG-P).

Figura 23 - Grupo LIl (RDG-P) Hiperplasia Escamosa (HE- 400x).

Adenocarcinoma

Foram diagnosticadas 3 lesdes do tipo Adenocarcinoma Mucinoso na
anastomose gastrojejunal do grupo III durante o exame histologico. Estas lesSes
caracterizavam-se por células colunares atipicas, dispostas em pequenos blocos ou corddes,

em meio a abundante estroma constituido por lagos de muco.

A Tabela 7 demonstra a freqiéncia de Adenocarcinoma Mucinoso encontrado

na mucosa da anastomose gastrojejunal.
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Tabela 7 - Freqiéncia de lesdes histolégicas (%) do tipo Adenocarcinoma Mucinose na
anastomose gastrojejunal.

n = namero efetivo de animais

Grupes n Adenscarcinoma (%)
Controle 25 G

GIE 25 0

GIII 25 3 (12%)

O grifico 4, demonstra a freqiéncia de Adenocarcinoma Mucinoso nos

grupos estudados.

n° de lesdes

Adenocarcinoma

Gl Gl Glii

Grupos

Grafico 4 - Freqiéncia de Adenocarcinoma Mucinoso nos 3 grupos estudados I
(Controle), Il (RDG) e III (RDG-P).
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Tabela 8 - Comparagfo das proporcdes de ocorréncia de Adenocarcinoma Mucinoso nos
grupos I (Controle), 0 (RDG) e Tl (RDG-P).

n = n°® de eventos observados.

n Proporgiic Total
GlI 0 0 25
GIH 3 0,1200 25
Total 3 64,0600 50

Comentdrio: teste exato de Fisher: p= 0,2347 .. GII = GIII

Pode-se observar que, na mucosa da anastomose, n3io houve diferenca

estatistica entre os grupos I1 e IIl quanto & ocorréncia de Adenocarcinoma (p< 0,05).

As figuras 24 e 25 a seguir demonstram o aspecto histologico de

Adenocarcinoma Mucinoso observado no grupo HI (RDG-P) na anastomose gastrojejunal.

Figura 24 - Grupo IIl (RDG-P) Adenocarcinoma Mucinoso na anastomose (HE-400).
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Figura 25 - Grupo III (RDG-P). Adenocarcinoma mucinoso, a anastomose (HE-1000x).
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4 - DISCUSSAO




Nos trabalhos experimentais de carcinogénese gastrica, hd uma certa
dificuldade no estudo comparativo dos resultados, devido i diversidade das técnicas
cirargicas utilizadas, alterando o grau de refluxo duodeno-géstrico e aos critérios
histopatologicos empregados, além de muitos deles associarem-se 20 uso de carcindgenos
exogenos. No presente estudo resumimos alguns dos principais trabalhos de pesquisa nesta
area, porém nos que envolvem carcinégenos exdgenos daremos énfase apenas aos que se
referem a gastroenteroanastomose. Esta abordagem certamente fara injustica a muitos
trabalhos de destaque da literatura nesta 4rea, porém, para fins comparativos tornou-se

necessaria.

4.1 - Modelos experimentais

O adenocarcinoma espontaneo do estdmago glandular de rato é um achado raro
nos animais procriados em Biotérios. Os ratos da linhagem Wistar sio os mais
freqiientemente utilizados nos modelos que utilizam o refluxo duodeno-gastrico. A idade
aconselhavel de ratos a serem utilizados nestes experimentos deve variar entre 5 a 7
semanas no maximo, devido ao longo periodo de seguimento pés- operatério.
(BULLOCK e CURTIS, 1930; GOODMAN et al 1979; MAEKAWA et al 1983;
OHGAKI ez al. (1983); SZENTIRMAY e SUGAR, (1973).

O estdmago do rato ¢ constituido de uma parte nfio glandular, com epitélio
escamoso. Os 2/3  restantes constituem-s¢ de mucosa gastrica secretora
(estdmago glandular) que corresponderia ao estdmago humano. A mucosa secretora de
acido € conhecida como mucosa findica e a mucosa antral como pildrica.
(SZENTIRMAY e SUGAR, 1979).

A seguir, encontram-se descritos alguns estudos experimentais referentes a

carcinogénese gastrica e foram agrupados de acordo com a metodologia utilizada.
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4.1.1 - Inducio do cincer gastrico por drogas

O tubo digestorio, e particularmente o estdmago se prestam bem ao estudo de

drogas que provocam a carcinogénese através do contato direto.

O mecanismo pelo qual as drogas podem induzir a oncogénese gastrica tém
sido estudado em modelos experimentais através de administragdio oral. Papilomas foram
desenvolvidos no pré-estdmago de ratos através da administragio oral de alcatrio BONNE
et al. (1927). Em 1929 observou-se um adenocarcinoma num grupo de 10 ratos que
recebiam alcatréo, gordura, anilina e toluenodiamina VORONOFF et al. (1929). Em 1937,
foi utilizado o benzopireno em ratos, provocando carcinoma de células escamosas, um

leiomioma, um sarcoma e um adenocarcinoma RUSH, ez al. (1940).

Carcinomas no pré-estbmago surgiram em 71 ratos de 425, que recebiam por
via oral emulsdes de éleo de oliva ou mineral que continham metilcolantreno ou
dibenzilantraceno (STEWART e LORENZ, 1949). Na época, os mesmos pesquisadores
descreveram uma lesdo que denominaram “quase carcinoma” ¢ a definiram como sendo, o

inicio desta lesgo,

Até entdo, os cinceres apareciam predominantemente no pré-estémago, porcio
queratinizada do estdmago do rato, até que em 1961 conseguiu-se induzir carcinomas na
porgdo glandular utilizando-se o N - N’-2,7 —Flurenilenebisacetamina STEWART, et al.
(1961).

Apos esse periodo inicial, outros autores conseguiram induzir adenocarcinomas
com a administragio oxido de 4 - Nitroquinolina instilado através de gastrotomia, pela qual
se exteriorizava um catéter de polietileno, tendo sido os primeiros a utilizar rotineiramente
s compostos nitrosos. Eles conseguiram ainda, potencializar a agio dessa droga com o uso

de outro carcinogeno por viz percutinea, o metil-colantreno BABA, ef al. (1962).

O composto N-Nitroso-N - Etiluretano (1-2 mg/dose em etanol aquoso), foi
administrado através de via oral durante 9 meses, a ratos e camundongos causando
adenocarcinomas SCHOENTAL, (1963). O mesmo autor em 1966 utilizou outro composto
nitroso, 0 N- Metil - N - Nitroso - N - Nitroguanidina (MNNG), para provocar carcinomas
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no pre estdmago em ratos; a droga era diluida em agua ou etanol aquoso e administrada por
sondagem oro gastrica na dose de 50 - 100 mg/ kg, cerca de 3 a 5 doses perfazendo um total
de 10 a 15 mg por animal SCHOENTAL, (1966). O mesmo composto foi utilizado no ano
seguinte, provocando desta vez cinceres na porc¢io glandular do estdmago. Para isto,

utilizaram a droga diluida na 4gua de beber durante 12 meses. SUGIMURA e
FUGIMURA, (1967).

Substancias denominadas de surfactantes foram associadas ao MNNG e
administradas oralmente a ratos, e concluiu-se que tais compostos pareciam aumentar a
absorgéo do MNNG e provocavam cénceres menos diferenciados FUKUSHIMA, ef al.
(1974).

LANGHANS er al, (1981la) constituiram seis grupos experimentais:
G. 1= Gastrectomia 4 BI, G.2= Gastrectomia & BII, G.3= Y de ROUX, G.4= Gastrectomia a
B com derivagdo de BRAUN, G.5= Gatroenteroanastomose ¢ G.6= Laparotomia.

Metade dos animais de cada grupo receberam o MNNG (130 mg/ 1), diluido na
agua de beber por 28 semanas apos os procedimentos. Sacrificaram os animais com 56
semanas de seguimento e obtiveram as seguintes incidéncias de adenocarcinoma nos

Srupos, Com OU Sem O carcindgeno:

Com MNNG= G.1= 13,6 %, G.2= 38.9%, G.3 = 0%, G.4 =16,7%, G.5 =50% e
G.6 = 5%; sem MNNG = G.1= 10%, G.2= 30%, G.3= 0% G.4= 23,1%, G.5= 70,8% e
G.6= 0%.

Em 1989, alguns autores demonstraram que o uso de dieta rica em colesterol
nio aumentava a incidéncia de carcinogénese induzida pelo MNNG em ratos, com o
estdmago integro que recebiam a droga por via oral. Ocorrey, entretanto, que em ratos
gastrectomizados esse efeito foi significativo. A explicagio encontrada pelos autores para
justificar tal aumento foi a de que a dieta rica em gordura aumentaria a secregio de bile,
aumentando também o refluxo duodeno-gastrico, que seria, porianto, o grande
potencializador do efeito das drogas MAKINO, ef al. (1989).
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Posteriormente, conseguiu-se induzir cinceres seletivamente na porgdo
glandular do estdmago de camundongos, que receberam N - Metil - N - Nitrosouréia,
também na agua de beber TATEMATSU, er al. (1993).

RODRIGUES (1995a), estudou a influéncia do refluxo biliopancreatico sobre a
carcinogénese gastrica em ratos tratados com o MNNG. Constitulu quatro grupos
experimentais: G.1 e G.2= receberam MNNG(100 mg /1) diluido na 4gua de beber durante

12 semanas, G.3 e G.4= sem o uso de carcinégeno.

Apos o térmmino das 12 semanas iniciais, os animais foram submetidos aos
seguintes procedimentos: G.1= Gastroenteroanastomose; G.2= Nio foi submetido a

procedimento cirirgico; G.3= Gastroenteroanastomose e G.4= Gastrotomia.

Esse autor diagnosticou adenocarcinoma apenas nos grupos G.1 e G.2, tratados
com MNNG e com 66 semanas de seguimento. As incidéncias nestes grupos foram,
respectivamente, de 90% e 82%. Observou ainda que, os adenocarcinomas foram
diagnosticados somente na mucosa pilérica. Na regio da anastomose dos grupos G.1 e
G.3, ocorreram o desenvolvimento de lesGes proliferativas benignas denominadas
hiperplasia adenomatosa. O autor relacionou a etiopatogenia dessas lesdes da boca
anastomotica ao refluxo biliopancreatico, assim como, o fato de que a exposigio previa ao

MNNG ndo levou a malignizacdo das lesdes.

4.1.2 - Modelos experimentais de inducio de lesbes proliferativas gastricas por

refluxo duodeno-gastrico

A influéncia da bile na mucosa gastrica e seu papel na génese do clncer

gastrico tém sido amplamente estudado e gerado grande mimero de estudos.

O refluxo duodeno-gastrico pode ser estudado através de ressecgio gastrica ou
ndo, e com ou sem o uso de drogas PORTILLA, ef al. (1990). J4 o refluxo duodeno -
gastrico no individuo normal ou po gastrectomizado, tem sido objeto de grande

controvérsia: a exposicio da mucosa gastrica ao contelido intestinal resulta em gastrite? -
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Quais fatores desse conteudo sfo responsaveis pelo aparecimento da gastrite? - A gastrite
de refluxo induz ao cincer? A resposta ndo ¢ simples, ¢ os métodos de avaliacdo histologica
auxiliam no estudo destes fatores (HEADING, 1983; RITCHIE, 1984;
BEACHI et al1987). A gastrite que aparece apos gastroenterostomias com ou sem
gastrectomia tende a desaparecer apos os procedimentos de derivagio em Y, o que nos leva

a crer que o contetido duodeno - jejunal seja o responsavel pela lesdio LAWSON, (1981).

Os modelos com refluxe duodeno-gastrico podem ser divididos entre os que
realizam ou ndo a ressec¢do gastrica. ( HOUGHTON, eral. 1987, KONDO, et al 1984;
LANGHANS, efal 1981 b, LANGHANS, ef al. 1984). Os modelos com resseccio
gastrica simulam as técnicas existentes na clinica cirtrgica (BILLROTH I ou ID
acompanhados ou ndo de vagotomia troncular. Foram criados modelos em cdes nos quais, a
vesicula era anastomosada ao antro gastrico seguido de anastomose gastroduodenal
(figura 26). Apos 3 a 12 meses, em todos os animais ocorreram grandes alteragGes
inflamatorias e proliferativas da mucosa (MENGUY, 1970).

Figura 26 - Anastomose antral - Vesicular e Gastroduodenal (Modificado de MENGUY, e
MAX 1970).

DELANEY ef al. (1975), idealizaram uma preparagiio onde confeccionaram um
tubo a partir da grande curvatura gastrica. Tal tubo era exposto a0 conteudo duodenal, ou

pancreatico, ou biliar, (figuras 27, 28 ¢ 29). As alteragBes encontradas foram: diminuigio
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na densidade das células parietais e hiperplasia das células muco secretoras. Ocorreram
ainda inflamagiio, desarranjo glandular e hiperplasia das gléndulas de superficie. Ndo havia

diferencas qualitativas nas lesdes provocadas pela bile, suco pancreatico ou jejunal,

entretanto, quantitativamente as lesdes foram maiores no segmento submetido 20 banho
jejunal DELANEY et al. (1975).

Figura 28 - Tubo gastrico banhado por suco pancretico (Modificado por DELANEY
et al. 1975).
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Figura 29 - Tubo gastrico banhado por bile (Modificado de DELANEY et al. 1975).

THEURING et al. (1985), subdividiram um grupo de ratos em cinco subgrupos,
submetidos aos seguintes procedimentos ciriirgicos: G.l= Gastroenteroanastomose,
G.2= Qastrectomia a BII, G.3= Ligadura duodenal + gastroenteroanastomose com
derivagdo de Braun, G.4= Pilorectomia com gastroenteroanastomose em Y de ROUX e

G.5= Laparotomia.

Os animais foram submetidos ao sacrificio apds 28 semanas de seguimento
pos-operatorio. A incidéncia de adenocarcinoma na regifio da anastomose foi a seguinte:
G.1=44,4%, G.2= 71,4%, G.3=40%, G4=0e G5=0.

MASON (1986), realizou trés tipos diferentes de procedimentos cirtirgicos,
com a finalidade de obter refluxos seletivos de secregio biliar, pancreatoduodenal, ou
ambas, na mucosa do coto gastrico de ratos. O objetivo do estudo era elucidar qual seria o
componente do conteido duodenal, que seria responsivel pelo desenvolvimento
neoplasico: G.I, Laparotomia, G. II Gastrectomia BII (refluxo combinado), G. III,
Gastrectomia parcial com refluxo exclusivo de secregio biliar, G.IV, Gastrectomia parcial
com refluxo pancreatoduodenal. Apds 36 semanas de seguimento, a incidéncia de
adenocarcinoma foi a seguinte: G. I -0%, G. I[1-58%, G. I1I-0% e G. IV-71%. Os autores
concluiram que o refluxo duodeno - gastrico estaria implicado na carcinogénese gastrica, e
que as secregOes pancreatica e duodenal seriam responsaveis em maior grau do que a bile
(figuras 30, 31 ¢ 32), (MASON, 1986).
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Figura 30 - Refluxo combinado (Modificado de MASON, 1986).

Figura 31 - Refluxo biliar (Modificado MASON, 1986).
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Figura 32 - Refluxo Pancreitico- Duodenal (Modificado de MASON, 1986).

Estudos em ratos acompanhados por 56 semanas no pés-operatorio,
comparando as técnicas que utilizam ou nfo resseccdo do estdmago, ou ainda, entre as
reconstru¢des do tipo Billroth I (BI), Billroth II (BII), BII + operaciio de Braun, BII + Y de
ROUX ou BII + gastroenterostomia, demonstraram que a freqiiéncia de cincer dependeu da
operagdio realizada. A freqiéncia foi minima no BII + Y de ROUX, e méxima na
gastroenterostomia sem resseccdo gastrica. Concluiram que a reconstrugio BII predispde
mais a cincer do coto do que a BI ou BII + Braun, salientando que as técnicas cirirgicas
que minimizam o refluxo duodeno-gastrico podem reduzir o risco de cincer no coto
gastrico. (HOUGHTON, ef al. 1987, LANGHANS, e al. 1981).

SZENTLELEKI et al. (1990), estudaram a relagio entre o desenvolvimento de
neoplasias e os diferentes tipos de ressecgdes parciais do estdmago de ratos. Para tal
constituiram cinco grupos experimentais: G 1= Gastrectomia a4 BII: G 2= Gastrectomia a
BI; G 3= gastrectomia com derivagio de BRAUN; G 4 = Gastrectomia em Y de ROUX; G
3 = Laparotomia. Apds o sacrificio realizado na 38 semana de pos-operatorio, obtiveram as
seguintes incidéncias de adenocarcinoma: G 1 = 50%, G 2 = 28,5%, G 3= 6,7 %;
G 4=12,5% ¢ G 5 = 0. Ao concluir o trabalho, salientam que as técnicas cirdrgicas que

minimizam o refluxo duodeno-géstrico podem reduzir o risco de cAncer no coto gastrico.
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KOBAYASI et al. (1991), utilizando ratos Wistar, constituiram cinco grupos
experimentais assim caracterizados: G.1= Gastrotomia, G.2= Gastrectomia & BIL
G.3=Gastrectomia a BII + convers3o para Y de ROUX na 24° semana, G.4= Gastrectomia 4
BII e conversdo para Y de ROUX na 36" semana e G.5= Gastrectomia em Y de ROUX.

Os sacrificios dos animais dos grupos G.1 e G.2 foram realizados com 6, 12,
24, 36, ¢ 54 semanas de pos-operatorio. Nos grupos G.3, G4 e G.5, na 54° semana. No
grupo G.1 ndo foi diagnosticado adenocarcinoma. No grupo G.2, a incidéncia de
adenocarcinoma foi zero com 6 e 12 semanas, 7,7 % com 24 e 36 semanas e 3,7 % com 54
semanas. Nos grupos G.3, G4 ¢ G.5 na 54 semana de pos-operatério, as taxas de
incidéncia do adenocarcinoma foram respectivamente: G.3 = 6,6% G.4= 7,1% e G.5= 0.
Nesse estudo foram utilizados critérios histologicos, considerando apenas o grau de atipias
celulares para o diagnéstico do adenocarcinoma. As lesdes proliferativas sem atipias
celulares foram classificadas como hiperplasia ou hiperplasia adenomatosa. Através de
métodos histoquimicos, observaram que as lesBes proliferativas benignas expressavam o
fenotipo de celulas gastricas e, as lesdes malignas, o de células do intestino delgado.
Concluiram que, as lesbes proliferativas benignas nio evoluem para o adenocarcinoma e

que a incidéncia das mesmas diminui se o refluxo biliopancrestico for interrompido.

TAYLOR ez al. (1991), constituiram dois grupos experimentais de ratos Wistar:
G.1= Gastrotomia e G.2= Gastrojejunoanastomose e parte dos animais de cada grupo foram
sendo sacrificados a cada 8 semanas. No grupo G.1 ndo houve diagndstico de displasia ou
cancer. No grupo G.2, com 16 semanas de seguimento, a displasia leve foi diagnosticada e,
com 32 semanas, o adenocarcinoma. Com 48 e 56 de seguimento pés-operatdrio, 15% dos

animais do grupo G.2 tinham o diagndstico de adenocarcinoma gastrico.

Os autores concluiram, que no procedimento de gastrojejunoanastomose ocorre
carcinoma em maior freqiiéncia, e que havia também mais metaplasia intestinal Além
disto, nesses ratos, a hiperplasia da zona proliferativa do colo glandular, esteve associada

com alteragdes malignas TAYLOR, ez al. (1991).

KAMINISHI et al. (1992), estudaram em ratos as alteracdes do epitélio gastrico
promovidas pelo refluxo do contetido duodenal através do piloro, associando-se ou nio

vagotomia troncular. Constituiram 3 grupos experimentais: G.1= Gastrojejunoanastomose
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na curvatura maior, ao nivel do epitélio escamoso associado & secgio transversal do
duodeno logo apés a saida dos ductos biliares e pancreatico, com sepultamento de ambas as
bocas, obrigando a passagem do conteiido duodenal pela mucosa gastrica através do piloro.
G.2= procedimento semethante ao G1, porém com vagotomia troncular € G.3 = Seccido
transversal do duodeno imediatamente abaixo do piloro, com sepultamento das duas bocas
e em seguida, anastomose gastrojejunal com derivagio de BRAUN na grande curvatura, ao
nivel do epitélio escamoso. Associaram também neste grupo a vagotomia troncular para
avaliar os efeitos deste procedimento sem o refluxo duodeno-gastrico. Apos 12 e 30
semanas de seguimento pds-operatdrio os animais foram sacrificados. Os autores nio
observaram desenvolvimento de carcinomas. No grupo G.1, houve desenvolvimento de
tlceras gastricas cromicas, enquanto que no grupo G.2, ocomeu a formagio de lesbes
macroscopicas com aspecto polipdide. A microscopia dessas lesdes revelou a intensa
atrofia das glandulas gastricas e a proliferagio de lesdes adenomatosas, cisticamente
dilatadas, consideradas como lesdes pré ou para-neoplasicas. O grupo G.3, ndio apresentou

alteracdes significantes na mucosa gastrica.

Os autores concluiram que ¢ necessirio um segmento adequado quando se
realiza vagotomia com procedimentos de drenagem, devido s alteragdes promovidas pelo

refluxo duodeno-géastrico.

MIWA et al. (1992 a), avaliaram quais dos componentes do contetido duodenal
estariam implicados na malignizacio da mucosa gastrica de ratos da linhagem Wistar. Os
procedimentos cirtrgicos realizados permitiram que a secrecio biliar ou a
pancreatoduodenal isoladamente, ou a combinagio de ambas, atingissem a mucosa gastrica
através do piloro. Os grupos foram assim designados e caracterizados: G.1= Refluxo biliar,

G.2= refluxo pancreatoduodenal G.3= Refluxo combinado e G.4= Gastrotomia.

Os animais foram sacrificados apds 50 semanas dos procedimentos cirirgicos.
A incidéncia de adenocarcinoma foi nula nos grupos G.2 e G.4, enquanto no grupo (.1
atingiu 25% e 38% no grupo G.3. Observaram ainda que nos grupos que desenvolveram
carcinomas também foram diagnosticados adenomas na mesma regidio dos carcinomas
{regido antral). Concluiram que a bile foi o fator desencadeante do desenvolvimento dos
carcinomas gastricos, ao invés da secregio pancreatoduodenal. E interessante observar que

estes resultados s30 divergentes daqueles obtidos por MASON (1986).

Discussdo

99



MIWA et al. (1992 b), realizaram novamente estudo analisando a influéncia do
refluxo do contelido duodenal, através do piloro sobre a mucosa gastrica de ratos. Para este
fim, constituiram 3 grupos experimentais: Grupo A= O jejuno foi seccionado logo apds o
angulo de Treitz. A boca proximal foi sepultada e a distal anastomosada & porgio glandular
da curvatura maior do estdmago. Grupo B= Inicialmente o duodeno foi seccionado e
sepultado logo abaixo do piloro. Na seqiiéncia, o jejuno foi seccionado transversalmente
logo apés o angulo de Treitz. A sua boca proximal foi anastomosada 4 porgio glandular da
curvatura maior do estdmago e a sua boca distal & boca proximal do duodeno, junto ao
estomago.Grupo C= Gastrotomia. Todos os animais foram sacrificados apds 50 semanas de
pos-operatorio. Ndo houve diagnéstico de adenocarcinoma no grupo C. No grupo A, 41%
dos animais desenvolveram adenocarcinoma na regifo antral. No grupo B, em 31% dos
ratos foi observada a malignizagio da mucosa na regido da anastomose do jejuno proximal
com a curvatura maior do estdmago. Além dos carcinomas, lesSes pré ou para neoplasicas,
como adenomas e proliferagdes adenocisticas foram diagnosticadas nos grupos A e B nos
mesmos locais dos carcinomas. Os resultados finais do autor revelaram que o refluxo
duodeno - géstrico através do piloro em animais nfio submetidos 4 ressecgéio, resulta em

adenocarcinoma do antro. (Figuras 33 e 34).

Figura 33 - Refluxo através do pilore (Modificado de MIWA et al. 1992b).
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Figura 34 - Refluxo através da anastomose (Modificado de MIWA er al. 1992b).

Os possiveis mecanismos pelos quais a regurgitagio do contetido
duodeno-géstrico no estdmago, provocaria cincer, sio controversos. Um deles seria a
facilitagdo a proliferagio bacteriana na luz do orgdo, que levaria a um aumento nas
bactérias redutoras de nitratos induzindo a formagio de compostos N — Nitrosos
(MIRVISH, 1983; MIWA, ef al. 1992b). A acdo dos acidos biliares e da lisolecitina no
suco duodenal, também poderia destruir a membrana lipo - protéica protetora da mucosa
levando 4  penetracio mais facil do carcinogeno na mesma.
(MAKINO, et al. 1989; STERN, ef al. 1984).

Outro aspecto a ser considerado, diz respeito 4 vagotomia, j4 que esta pode
levar a retardo no esvaziamento géstrico com maior permanéncia de substincias em contato
com a mucosa HOUGHTON, er al. (1994).

Foi demonstrado em ratos Wistar que em condigdes agudas, a estimulagio
vagal provocaria liberago pelas células da mucosa, de muco contendo glico - proteinas que
ficariam aderidas 4 mucosa, exercendo portanto, importante fator protetor. Para chegar a
tais conclusGes os autores estimularam a regido inferior do eséfago com ondas de 10 v, com
15 ms de duragdo e com freqiiéncia de 10 por segundo. Através da coloragiio com Alcian -
blue estudaram a quantidade de muco presente SOMASUDARAM, ef al. (1987).
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ANDREOLLO (1994), associou a vagotomia troncular a estudo de cancer de
coto gastrico experimental, realizando tanto gastroenteroanastomose, como gastrectomia
BII e gastrectomia a Y de ROUX, sendo que os animais divididos em grupos ingeririam
agua, nitritos € nitratos ¢ uma Nitrosamina (total de 108 animais - 32 semanas de
observagdo). A ocorréncia de carcinoma foi registrada apenas entre os animais que
ingeriram Nitrosamina (5,5%). Nos animais que ingeriram agua, foi verificada a presenca
de Hiperplasia Glandular Cistica, muito semethante a Hiperplasia Adenomatosa,
respectivamente, 13,8% nas gastroenteroanastomoses, 11,2% nas gastrectomias a BIl e

8,4% nas gastrectomias a Y de ROUX.

MIWA et al. (1993), estudando dois grupos de ratos, realizaram gastrectomia
parcial a BILLROTH 1 (GI) ¢ gastrectomia a BILLROTH 11 (G2), respectivamente. Os
animais foram sacrificados apos 50 semanas. A incidéncia de adenocarcinomas foi zero no
G1 e 20,8% no G2. Diante dos resultados, foi atribuida 4 gastrectomia 4 BILLROTH I, um
risco potencial de cincer maior em relagdo a gastrectomia a BL

SAAD (1993), subdividiu ratos Wistar em trés grupos caracterizados pelos
seguintes procedimentos: G.1 = Gastrotomia, G.2 = Gastrectomia 4 BII ¢ G3 =
Gastrectomia em Y de ROUX.

O seguimento pos-operatorio foi realizado até 64° semana. O sacrificio de parte
dos animais de cada grupo foi realizado seqiiencialmente com 24, 36, 54 ¢ 64 semanas de
pos-operatorio. Observaram o desenvolvimento de adenocarcinoma somente no grupo G.2.
As taxas de incidéncia obtidas em relagio aos momentos do sacrificio foram as seguintes:
24* semana= 7,7%, 36" semana= 7,7%, 54° semana= 7,7 % e 64° semana= 9,5 %. O autor
conclui o trabalho, salientando o efeito promotor da secregfio biliopancreatica.

MIWA et al. (1994), constituiram trés grupos experimentais com ratos da
linhagem Wistar. No grupo G.1 foi realizada secgio transversal do duodeno logo apos o
piloro, com sepultamento da boca distal; o jejuno proximal foi seccionado e a boca
proximal foi anastomosada & curvatura maior do estdmago escamoso, assim como, a boca
distal ac duodeno proximal, junto ao piloro. O grupo G.2, foi submetido a secc¢do do jejuno
proximal, com sepultamento da boca proximal ¢ a anastomose entre a boca distal ¢ a
curvatura maior gasirica na regifo do epitélio escamoso. No grupo .3, foi realizada

laparotomia.
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Os animais foram sacrificados apos 50 semanas de seguimento, e obtiveram-se

os seguintes resultados que se encontram descritos a seguir: (tabela 9).

Tabela 9 - Freqiiéncia de lesdes histologicas segundo a localizagio anatdmica nos grupos
GI, G2 e G3. (MIWA ez al., 1994).

G1 G2 G3
Carcinoma de células escamosas
Esbfago 18% 0 0
Estémago escamoso 9% 3% 0
Adenocarcinoma
Esbfago 0 0 0
Estémago escamoso 9% 0 0
Estomago glandular 0 33% 0

Diante dos resultados, os autores concluem, que o refluxo duodeno-gastrico esta

implicado na etiopatogenia do cincer do estdmago e do esdfago dos ratos.

KAMINISHI et al. (1995), realizaram estudo em ratos, divididos em 4 grupos:
G.1= Gastrectomia a BL, G.2= Gastrectomia a BIL G.3= Gastrectomia 3 BI + vagotomia

troncular € G.4= Gastrectomia a BII + vagotomia troncular.

Trinta semanas apos os procedimentos cirirgicos, os animais foram sacrificados
e as pegas cirlirgicas (coto gastrico + anastomose) foram submetidas a exame histologico
apos o processamento do material. A incidéncia de adenocarcinoma obtida nos diferentes
grupos foi: G1 =0, G2 =0, G3=42% e G4 = 33%.

Os autores concluiram com bases nesses resultados, que além do refluxo
duodeno-gastrico, a vagotomia também influéncia na etiopatogenia do cincer do coto

gastrico.
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EHRNSTROM et al. (1995), realizaram estudo em ratos para verificar se a
adicdo de écido acético na dieta de ratos gastrectomizados a BII influenciaria na incidéncia
de adenocarcinomas. Constituiram dois grupos experimentais: G1= Gastrectomia a BII +

dieta padréo e G2 = Gastrectomia a BII -+ dieta com acido acético.

Os animais foram sacrificados apds 40 semanas, tendo-se verificado incidéncia
de adenocarcinoma de 25% no grupo 1 e de 20,8% no grupo 2. Em ambos os 2rupos, as
lesGes localizaram-se na regidio da anastomose, local onde também foram diagnosticadas
lesGes adenomatosas benignas em 60% dos animais de ambos os grupos. Os autores
chamam a ateng@o para o fato de que o processo inflamatério e a formacdo de granulomas
no local da anastomose, realizada com fio inabsorvivel, podem levar ao acometimento de

erros na analise histopatologica.

RODRIGUES (1995 b}, estudou o potencial de desenvolvimento neoplasico na
mucosa gastrica de ratos Wistar que foram divididos em 4 grupos: G.1 = Gastrotomia,
G.2 = Gastrectomia a BI, G3 = Gastrectomia em Y de ROUX G4 = Y de
ROUX + Vagotomia troncular. Cingilenta e quatro semanas apés a cirurgia, os animais
foram sacrificados ¢ as pegas cirirgicas submetidas a exame histologico. O diagnédstico de
adenocarcinoma foi realizado somente em um animal do grupo 2 (n = 13). No grupo 4, a
associagdo da vagotomia troncular promoveu uma redugio significativa na incidéncia de

Ulceras de boca anastomotica, quando comparada com os grupos 2 € 3.

RODRIGUES (2000), estudou também o refluxo das secrecdes do contelido
duodenal em grupos de ratos Wistar, constituindo trés grupos experimentais:
Grupo I = Controle com gastrotomia, Grupo I = Refluxo, sendo realizado
gastrojejunoanastomose ¢ apds 2 semanas realiza¢io de ligadura da alca aferente,
desviando o conteido duodenal através do piloro. O grupo III foi denominado Reversio.
Procedimento semelhante ao grupo IL porém na 36° semana de pos-operatério foi
restabelecido o transito alimentar através de anastomose latero-lateral entre alca aferente e

eferente,

Os animais foram submetidos a sacrificio apés 2 54° semana de seguimento
pos-operatério, obtendo-se: Grupo II - Hiperplasia Adenomatosa no antro: 68,75%,

Hiperplasia Adenomatosa na anastomose; 43,75% e Hiperplasia Escamosa: 62,5%;
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Grupo III - Hiperplasia Adenomatosa no antro: 50%, Hiperplasia Adenomatosa na
regido da anastomose: 85,71%, Hiperplasia Escamosa: 14.2% e Adenocarcinoma: 1
animal. O autor concluiu que o refluxo através do piloro propiciou o desenvolvimento de
lesBes proliferativas, predominantemente benignas, na mucosa gastrica dos ratos Wistar. A
interrup¢do do refluxo ocasionou um efeito inibidor no crescimento das éareas de
Hiperplasia Adenomatosa, ¢ levou a diminuigdo da incidéncia de Hiperplasia Escamosa,
confirmando a caracteristica histologica benigna dessas lesdes. O autor obteve

desenvolvimento neoplasico raro neste modelo experimental.

OVREBO er al (2002), realizaram estudo experimental envolvendo trés
grupos: controle, refluxo duodeno-géstrico e refluxo duodeno-gastrico através do piloro. Os
animais foram sacrificados apds 24, 36 ou 52 semanas. Observaram que ulceragdes e
neoplasias foram mais frequentes na porg¢do glandular do estbmago. Nesta porgdo, as
ulceragbes foram observadas com maior freqiiéncia nos animais com o refluxo
duodeno-gastrico em comparagdo ao grupo de refluxo através do piloro. A incidéncia de
neoplasia na porgdo glandular aumentou significativamente com o aumento do periodo
pos-operatorio, de 38% nas 24 semanas para 89% na 52° semana nos animais submetidos
ao refluxo duodenal, e de 12 para 33% nos animais submetidos ao refluxo através do piloro.
Os autores concluiram que as ulceragSes precedem o desenvolvimento de neoplasias no
estdmago glandular e que os efeitos do refluxo duodeno-gastrico s3o mais pronunciados no

corpo do que na mucosa pré-pilérica.

LIU ez al. {2003), realizaram estudo envolvendo trés grupos: Grupo I controle,
Grupo II, refluxo duodeno-gastrico e Grupo III, refluxo duodeno-gastrico através do piloro.
Os animais foram sacrificados trés semanas apds o procedimento ciriirgico.As lesdes foram
observadas macro ¢ microscopicamente. Foram medidos os valores de pH e os niveis de
bilirrubina no fluido gastrico. Avaliou-se através de métodos quimicos a atividade da
Myeloperoxidase (MPO). Como resultado macroscopico, no grupo submetido ao refluxo
duodeno-gastrico, observaram lesGes da mucosa como erosdes, ulceras e focos de
hiperemia. Microscopicamente, no grupo submetido ao refluxo duodeno-gastrico, os autores
identificaram hiperplasia adenomatosa, porém, nio foi evidenciado metaplasia intestinal.

Os valores de pH e os niveis de bilirrubina na secre¢io géstrica aumentaram
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significativamente. Os autores concluiram que mesmo em pequenos periodos, ja podem ser
observados danos a4 mucosa submetida ao refluxo duodeno-gastrico, como a hiperplasia
adenomatosa € a destruigdo da jungio pildrica, sem, no entanto, a presenca de infiltrado

mflamatério e atividade da Myeloperoxidase.

4.2 - Andlise dos modelos experimentais em carcinogénese gistrica

4.2.1 - Gastroenteroanastomoses, sem ressecgio gastrica, em ratos tratados com
MNNG

LANGHANS, ef al (1981b), obtiveram uma incidéncia de 50% de
adenocarcinomas quando realizaram a gastroenteroanastomose, mas nio menciona o local

das lesdes, ou seja, ndo fica claro se ocorreram na anastomose ou em outro local.

RODRIGUES (1995 a), detectou uma incidéncia de 90%, e as lesdes
localizavam-se na regido da mucosa pilorica. Esse autor nio obteve carcinomas na
anastomose, onde observou lesdes proliferativas benignas (hiperplasia adenomatosa) no
grupo que recebeu o tratamento com o carcindgeno, assim como naquele nfio tratado.

Concluiu-se que a exposi¢io prévia ao MNNG ndo leva 4 malignizagio dessas lesGes.

4.2.2 - Gastrectomias a BILLROTH I em ratos sem carcinogeno

Na Tabela 10, a seguir, foram resumidos as freqiiéncias (%) de adenocarcinoma
nos grupos gastrectomizados a BILLROTH II e controle (C), ¢ o tempo de observagdo (1),

de autores que realizaram pesquisas neste assunto.
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Tabela 10 - Freqgiiéncia de adenocarcinoma {%) nos grupos gastrectomizados 4 BII e

controle {C) e o Tempo de seguimento (T), de acordo com os autores.

(%) (%) T

BII C {Semanas)
LANGHANS et al. (1981a) 30 0 36
THEURING ez al.(1985) 71.4 0 28
MASON (1986) 58 0 36
SZENTLELEKI er al. (1990) 50 0 38
KOBAYASI et al. (1991) 3,7 0 54
MIWA et al. (1993) 20,8 0 50
SAAD (1993) 9,5 0 64
EHRNSTROM et al. (1995) 25,0 0 40
RODRIGUES (1995b) 7.6 0 54
KAMINISHI ef of. (1995) 0 0 30

Os dados deixam claro que a ressecgiio gastrica parcial 3 BILLROTH II,
propicia a malignizagdo da mucosa do coto gastrico, entretanto, existe grande variabilidade
na incidéncia. As taxas variam de 0% a 71,4%. A causa dessa variabilidade ndo esta
relacionada com o tempo de observacdo. Era de se esperar que um tempo de seguimento
maior ocasionasse uma elevagio na incidéncia de adenocarcinoma, pois acredita se que
essas lesOes sejam decorrentes da exposi¢io da mucosa gastrica 2o refluxo do contetdo
duodenal. TAYLOR ef al. (1991), atribuem essa variabilidade a uma susceptibilidade ndo

homogénea dos ratos da linhagem Wistar a inducio tumoral.

KOBAYASI ef al. (1991), acreditam que o uso de critérios histoldgicos para o
diagnostico de cdncer em regido de anastomose devam ser revistos, pois podem influenciar
nos resultados dos estudos. O processo cicatricial e a desorganizagio estrutural na zona de
anastomose podem levar ao diagnéstico errbneo de carcinomas nesse local e, portanto,

causar uma hiperestimativa dos mesmos.
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4.2.3 - Gastrectomias 4 BILLROTH I em ratos sem carcindgeno

A frequéncia (%) de adenocarcinoma em ratos submetidos i gastrectomia
BILLROTH I ¢ nos seus respectivos controles, assim como o tempo do seguimento de

quatro experimentos, podem ser avaliados na fabela 11.

Tabela 11 - Fregiiéncia de adenocarcinoma (%) em ratos gastrectomizados & BILLROTH I

(BI) Controle (C) e o respectivo tempo de seguimento (T) em semanas.

(%) (%) T
BI C {Semanas)
LANGHANS e of. (1981 a) 10,0 0 56
SZENTLELEK]I et al. (1990) 28,5 0 38
MIWA et al. (1993) 0 0 50
KAMINISHI et o/, (1995) 0 - 30

Na tabela 11, verifica-se que o reduzido mimero de trabalhos dificulta 2 tomada
de conclusdes sobre o potencial carcinogénico de gastrectomia 2 BILLROTH L. O tempo de
seguimento ndo influencia nos percentuais de lesio. MIWA ef dil (1993), e
KAMINISH et al (1995) encontraram taxas de incidéncia nulas, enquanto
LANGHANS et al. (1981 a), e SZENTLELEKI ez al. (1990), relataram taxas de 10% ¢
28,5% respectivamente. Esses dados sugerem um potencial de desenvolvimento neoplasico

também nos ratos submetidos & gastrectomia 3 BILLROTH I

4.2 4 - Gastrectomias 4 BILLROTH II versus BILLROTH I em ratos

A comparagdo desses dois procedimentos sera importante para entender a
afirmacio de LANGHANS ef al (1981 a). Esse autor relata que a incidéncia de
adenocarcinoma correlaciona-se com a intensidade de refluxo das secregdes do contetido
duodenal. Na tabela 12 estio discriminadas as freqiiéncias (%) de adenocarcinoma nos dois

procedimentos e o respectivo tempo de seguimento (T) em semanas de cada trabalho.

Discussdo

108



Tabela 12 - Comparagio da freqiiéncia de adenocarcinoma (%) em ratos gastrectomizados

a BILLROTH 1 ou 4 BILLROTH TI (BII) e o tempo de seguimento (T).

(%) BI (%) BLI T

(semanas)
LANGHANS ef o/, (19812a) 10,0 30,0 36
SZENTLELEKI et al. (1990) 28,5 50,0 38
MIWA et al (1993) 0 20,8 50
KAMINISHI ef al. (1995) 0 0 30

Em trés dos quatro trabaihos, a freqiiéncia de adenocarcinoma foi superior nas

gastrectomias a BILLROTH II, confirmando a hipétese d¢ LANGHANS et al. (1981a).

4.2.5 - Gastrectomias em Y de ROUX em ratos

A tabela 13, demonstra a freqiiéncia (%) de adenocarcinoma em ratos
gastrectomizados em Y de ROUX, e para efeito de comparagio, as mesmas taxas para a

gastrectomia & BII, bem como o respectivo tempo de seguimento de cada trabatho.

Tabela 13 - Comparagio da freqi€ncia (%) de adenocarcinoma em ratos submetidos a
gastrectomia a BILLROTH II (BII) ou em Y de ROUX ¢ o tempo de

observacgdo (T).

(%)Y de ROUX (%) BII T (semanas)
LANGHANS et al. (1981 a) 0 30,0 36
KOBAYASI ef al (1991) 0 3,7 54
SAAD (1993) 0 9,5 64
RODRIGUES (1995 b) 0 7.6 54
SZENTLELEKI et al. (1990) 12,5 50,0 38
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A analise dos dados desta tabela, evidéncia o efeito protetor do desvio das

secregdes do contetdo duodenal da mucosa do coto géstrico. O {mico resultado discrepante
dos demais foi o de SZENTLELEKI ef al. (1990), com uma incidéncia de 12,5 %. Os

autores atribuem esta incidéncia, ao fato de terem usado uma distincia insuficiente entre a

gastrojejunoanastomose € a enteroanastomose, que desvia as secrecdes do contetdo

duodenal do coto gastrico. Outra explicagiio possivel seria a ocorréncia de fistulas entre o

coto duodenal e a gastrojejunoanastomose. Embora os referidos autores nio considerem

esta possibilidade, LANGHANS er al, (1981 b), demonstram que a ocorréncia dessa

complicagdo ndo ¢ um evento raro.

4.2.6 - Gastroenteroanastomoses, sem ressecgdo gastrica em ratos sem carcindgeno

A comparacio das

taxas de freqiiéncia

de

adenocarcinoma

nas

gastroenteroanastomoses e dos respectivos controles, bem como o tempo de seguimento,

podem ser observados na tabela 14.

Tabela 14 - Comparagio da freqiiéncia de adenocarcinoma (%)em ratos submetidos 3

Gastroenteroanastomose (GE) sem ressecgdo gastrica, seus respectivos

Controles (C), bem como o tempo de observacdo (T) em semanas.

(%) GE (%) C {T} Semanas
SCHLAG et al (1977) 0 0 35
LANGHANS er of. (1981 a) 70,8 0 56
THEURING ef af. {1985) 44,4 ] 28
TAYLOR et aof. (1991) 15,0 0 56
RODRIGUES (1995 a) 0 0 66
OVREBOQ ef al. (2002) 38 ¢ 24
OVREBQ et al. (2002) 89 0 52
LIU et al. (2003) 0 0 3
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Em cinco dos trabalhos citados na fabela 14, as taxas de freqiiéncia

mostraram-se

superiores a dos controles, enquanto que nos outros ndo foi observada

diferenca, ou seja, a incidéncia foi npula. E presumivel, portanto, que a

gastroenteroanastomose, ao propiciar o refluxo duodeno-gastrico, possa ser considerada

como procedimento de risco para o desenvolvimento neoplasico, e diretamente

proporcional ao tempo de exposigdo da mucosa a este refluxo.

4.2.7 - Analise global dos modelos experimentais

A analise global deste topico permite-nos salientar algumas caracteristicas dos

modelos experimentais de carcinogénese gastrica:

1-

A fregiiéncia de adenocarcinoma aumenta quando o procedimento cirlirgico
realizado promove o contato das secregSes duodenais com a mucosa
gastrica, ou melhor, com a regifo da anastomose. E neste local que a majoria

das neoplasias malignas s3o diagnosticadas.

A localizacdo preferencial das lesbes na regido da anastomose nio possui
relagdo direta com o procedimento cirirgico, mas com o contato mais
intenso desse local com as secregdes duodenais. Esse fato fica evidente
quando comparamos as incidéncias de adenocarcinoma em animais
submetidos 4 gastrectomia parcial em Y de ROUX com os submetidos 2
ressec¢do gastrica parcial 2 BILLROTH 11

A intensidade do refluxo das secregbes do conteido duodenal parece
correlacionar-se com a incidéncia de adenocarcinomas. As taxas mais
elevadas nos procedimentos de gastroenteroanastomose, seguidas em ordem
crescente, pela gastrectomia 8 BILLROTH II, BILLROTH I e em Y de
ROUX ( LANGHANS et al. 1981a,b; SZENTLELEKI ef al. 1990).

Para procedimentos semelhantes, existe grande variabilidade nas taxas de
incidéncia de adenocarcinoma nos diversos trabathos citados. Provavelmente
essa variago ocorra devido 2 utilizag3o de critérios histologicos diferentes
ou a variagio na susceptibilidade & inducio de neoplasias em ratos da
mesma linhagem. (SZENTIRMAY e SUGAR, 1973; OHGAKI ef al., 1983).
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4.3 - Animal de experimentacio, fio de sutura e tempo de seguimento

A escolha dos ratos, particularmente os da linhagem WISTAR para a realizagio

desta pesquisa, deveu-se a alguns motivos:

a} Raramente ocorre o desenvolvimento espontineo de adenocarcinoma no
estdbmago glandular desses animais. BULLOCK e CURTIS (1930), relatam
apenas um adenocarcinoma e nove sarcomas entre 33.000 ratos.
GOODMAN et al. (1979), relatam o diagnéstico de um fibrossarcoma entre
1974 ratos da linhagem FISCHER 344 e um leiomiosarcoma entre 1754

animais dessa mesma linhagem.

b) A maioria dos modelos experimentais em carcinogénese gastrica utiliza-se de
ratos da linhagem WISTAR e, visando facilitar a comparagio dos dados,
optou-se por essa linhagem (MORGESTERN, 1968; RUMPF et al. 1978,
SALMON, 1982; NISHIDOI et al 1984; MASON, 1986;
HOUGHTON er al. 1987, KOBAYASI et al. 1994 a, b).

A opgdo de utilizarmos fio de sutura polipropileno 6-0 para a realiza¢io das
anastomoses deveu-se ao fato desse material causar pouca reagdo inflamatéria, efeito

desejavel, uma vez que isto poderia levar a erros na interpretagiio histologica.

Quanto ac tempo de seguimento, o intervalo de 36 semanas mostrou-se
interessante por esse periodo ser suficiente para que ocorra o desenvolvimento de
neoplasias gastricas malignas, bem como, para o aparecimento de lesdes proliferativas,
como 2 Hiperplasia Adenomatosa. Em trabalho realizado em nosso meio por KOBAYASI

et al. (1991), confirmaram esses fatos.

O local da anastomose realizada na parede posterior do estémago glandular do
animal, deveu-se ao fato de que os trabalhos que envolvem refluxo duodeno-gastrico
normalmente posicionam a anastomose na parede anterior. Desta forma, pode-se comparar
os dados da literatura com os obtidos no presente estudo e verificar se o local da

anastomose influencia na incidéncia de lesdes proliferativas da mucosa géstrica.
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4.4 - Lesoes Macroscopicas

No presente estudo, observa-se macroscopicamente maior nimero de lesdes nos
animais do grupo HI (refluxo através do piloro); 28 % no estdmago escamoso, 88% ao nivel
da anastomose e 20% ao nivel da mucosa pré-pilorica, enquanto gue no grupo 11, a
freqiiéncia fo1 respectivamente de 12 %, 36 % e 0% ao nivel do piloro. As lesdes vegetantes
diagnosticadas nas regides do antro, anastomose € estdmago escamoso tém sua
etiopatogemia associada ao contato das secrecdes duodenais com essas regides. A auséncia
dessas lesdes nos animais do grupo I (controle) permite-nos fazer esta afirmagio. Nos
animais onde o refluxo das secregdes do conteido duodenal niio se processou ao nivel da
mucosa pré-pilorica, a incidéncia de lesdes macroscopicas foi nula. Além disso,
RODRIGUES (2000), demonstrou em seu trabalho que quando a mucosa gastrica ndo era
mais submetida ao refluxo das secregbes do contetdo duodenal, apos a reversio do
procedimento cirirgico com 36 semanas de poOs-operatdrio, ocorria diminuicio da
incidéncia das lesGes vegetantes nas regiGes do antro e do estdmago escamoso,
demonstrando uma clara relagio causa-efeito entre essas duas varidveis. Ainda neste
estudo, pdde-se concluir que a mucosa da regifio antral do rato é, provavelmente, mais
susceptivel a agdo dos componentes das secregdes duodenais do que outros locais no
estémago. Observou-se no antro maior nimero de lesBes macroscopicas e também onde a
incidéncia dessas lesdes nitidamente diminuiu com a interrupgdo do refluxo sobre a mucosa

desta regido.

4.5 - Consideracoes sobre o exame Histopatolégico
4.5.1 - Hiperplasia Adenomatosa

Esse tipo de leslo caracteriza-se pela proliferagio excessiva de glindulas sem
atipias celulares e apresenta-se com duas formas de crescimento: ¢ endofitico e ¢ exofitico.
No primeiro, a prolifera¢io glandular ocorre nas camadas profundas da mucosa pré-pilorica
e o segundo corresponde as lesGes vegetantes que se observou & macroscopia do estdmago

glandular. No grupo I (RDG), a incidéncia de Hiperplasia Adenomatosa na regifio da
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mucosa preé-pilorica foi nula, enquanto que na mucosa ao nivel da anastomose foi de 40%.
No grupo III (RDG-P) obtivemos 40% de lesdes na mucosa pré-pildrica, enquanto ao nivel

da anastomose 72%, havendo diferenca estatistica significativa entre os grupos.

A caracteristica involutiva das lesdes do tipo Hiperplasia Adenomatosa, com
a interrupgdo do refluxo das secregbes do contefido duodenal, também ja foi verificada em
ratos gastrectomizados & BILLROTH II e convertidos em Y de ROUX na 36° semana de
pos operatdrio por KOBAYASI er al. (1991) . Neste modelo, as lesdes do tipo Hiperplasia
Adenomatosa ocorriam na linha de anastomose e sua incidéncia diminuia

significativamente apds a conversio em Y de ROUX.

RODRIGUES (2000), concluiu em seu trabatho que as lesdes do tipo
Hiperplasia Adenomatosa, apresentavam comportamento nfio progressivo com a
interrupgdo do refluxo das secrecdes do conteado duodenal, denotando caracteristica
benigna dessas lesGes; entretanto, a Hiperplasia Adenomatosa é uma lesio proliferativa ¢
acredita-se que 0 aumento na taxa de proliferagio celular seja um dos pré-requisitos para a
malignizagdo (BYRNE e ATTWOOD, 1999).

4.5.2 - Hiperplasia Escamosa

O epitélio que reveste o terco proximal do estdmago dos ratos é do tipo
escamoso, semelhante ao que recobre o esOfago desses animais. Conseqiientemente,
espera-se que 0s efeitos obtidos com o refluxo das secre¢des do contetido duodenal sobre a
mucosa esofigica devam ser semelhantes, quando o mencionado refluxo atua sobre o
revestimento escamoso do ter¢o proximal do estdmago dos ratos. Varios trabalthos
experimentais vém demonstrando as relagdes entre a carcinogénese esofagica e o refluxo do
contetdo das secregdes duodenais (PERA er al. 1989; SETO et al. 1991; ATTWOOD et ai.
1992; PERA et al. 1993; CLARK et al. 1994; MIWA ef al. 1994, MIWA et al. 1996,
PERA et al 1998).

No presente trabalho, ndo se observou a ocorréncia de malignizacio da mucosa
escamosa que recobre o terco proximal do estdmago dos ratos do grupe I (RDG), ou o

grupo I (RDG-P), quando exposta ao refluxo duodeno-gastrico durante 36 semanas de
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seguimento pos-operatério. Observa-se por outro lado, o desenvolvimento de hiperceratose
¢ espessamento do epitélio pavimentoso estratificado. Os resultados desta pesquisa
contrastam com o0s obtidos por MIWA et al. (1994), que relataram o desenvolvimento de
carcinomas de células escamosas com modelo de indugio de refluxo duodeno-gastrico
semelhante ao utilizado no presente estudo, porém com tempo de seguimento superior
(50 semanas), sugerindo uma inter-relagfio entre o tempo de exposi¢do e o desenvolvimento
neoplasico. Além disso, estes autores realizaram a anastomose junto & curvatura maior do
estomago escamoso, expondo mais esta regifo ao refluxo, quando comparado com a

anastomose ao nivel do estdmago glandular.

4.53 - Adenocarcinoma Mucingso

Esta lesdio foi diagnosticada em trés animais (12%) do grupe 1N
(RDG-P, n= 25) ao nivel da anastomose (parede posterior da mucosa glandular). A
localizacdo da anastomose na parede posterior foi diferente dos demais trabalhos com
modelos de refluxo duodeno - gastrico, onde as anastomoses normalmente processam-se na
parede antertor. Quando comparamos a incidéncia dessa lesdo aquelas que foram obtidas
em trabalhos anteriormente realizados em nosso meio, observamos resultados semelhantes
(KOBAYASI ef al. 1991; SAAD, 1993; RODRIGUES 1995b). O fato da lesdo ndo se
localizar na regifo da mucosa pré-pilorica, mas na regifo da anastomose, pode ser apenas
casual ou denotar que o procedimento cirirgico {anastomose) possa ter relagio com a
etiopatogenia da lesdo. Se compararmos as incidéncias de adenocarcinoma em ratos
submetidos a gastrectomia & BILLROTH (BI) ou em Y de ROUX, veremos que o
procedimento cirirgico, aparentemente, ndo ¢ tio importante. As incidéncias sio elevadas
nos gastrectomizados a BII e praticamente nulas nos reconstituidos em Y de ROUX,
denotando que o fator determinante ¢ o refluxo duodeno- gastrico ocasionado pela
reconstrugdo a BIL. No entanto, a coaptagio de dois tipos diferentes de epitélio, a
desorganiza¢do da estratificacic das camadas epiteliais, a presenca de um corpo estranho
(fio de sutura) podem, teoricamente, levar ao desenvolvimento de processo inflamatério
crénico, e desta forma atuarem como co-fatores no processo de carcinogénese na regido da

anastomose. TAYLOR ef al. (1991), estudando a atividade da ornitina-descarboxilase e as
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concentragdes de poliaminas na mucosa de ratos submetidos & gastrojejunoanastomose ou a
gastrotomia (grupo controle), obtiveram valores mais elevados no primeiro caso. Estes
resultados sugerem que o refluxo duodeno-gastrico estimule a proliferacio de células

mucosas na regido da anastomose.

OVREBO et al (2002), observaram em seu estudo que as neoplasias
diagnosticadas foram mais freqiientes na regido da gastroenteroanastomose e que os efeitos
do refluxo duodeno-gistrico sdo mais pronunciados nesta regido do que na mucosa
pré-pilorica, e ainda que as lesOes aumentam significativamente com o aumento do tempo

de refluxo duodeno-géstrico.

LIU et al. (2003), ndo diagnosticaram adenocarcinomas em seu estudo, cujo
periodo de observagio foi de 3 semanas, confirmando a relago entre o tempo de exposi¢do

da mucosa ao refluxo duodeno-gastrico e o desenvolvimento da neoplasia.

No presente trabalho, as lesdes do tipo adenocarcinoma ocorreram todas ao
nivel da anastomose, porém ndo podemos afirmar se estas lesdes ocorreram oriundas de
Hiperplasia Adenomatosa. Observou-se a presenga simultinea de neoplasia com as lesdes
do tipo Hiperplasia Escamosa, Hiperplasia Adenomatosa ao nivel da mucosa
pré-pilorica e Hiperplasia Adenomatosa ao nivel da anastomose, ao lado do

Adenocarcinoma.

4.6 - Resultados do presente estudo versus Literatura

Em relagdo a metodologia utilizada para induzir-se o refluxo duodeno-gastrico,
existern cinco trabalhos citados na literatura que utilizam grupos experimentais semelhantes
ao grupo HI (RDG-P-) do presente estudo (MIWA e al. 1992b; KAMINISHI ef al. 1992;
RODRIGUES 2000; OVREBO ef al. 2002; LIU er al. 2003). Embora a técnica utilizada
para induzir-se o refluxo duodeno-gastrico através do piloro tenha sido semelhante nos seis
trabalhos, houve diferenca no posicionamento da gastrojejunoanastomose. Nos trabalhos de
MIWA ef al. (1992b) e KAMINISH ef al. (1992), ela foi posicionada na porgio do epitélio

glandular da curvatura maior ¢ na parede anterior do estbmago. No trabalho de
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RODRIGUES (2000), a anastomose foi realizada proxima a curvatura menor e também na
parede anterior. Os trabathos de OVREBO ef al. (2002) e LIU ef al. (2003), ndo citam o
local onde a anastomose foi realizada. No presente estudo posicionou-se a anastomose 20
nivel da parede posterior, proxima a grande curvatura. Houve diferenca também quanto ao
tempo de seguimento dos trabalhos, sendo 30 semanas no estudo de KAMINISH ef al.
(1992), de 50 semanas no de MIWA ef al. (1992b), 54 semanas no estudo de RODRIGUES
(2000). OVREBO et al. (2002) estudaram durante 24, 36 e 52 semanas, LIU ef al. (2003),
apresentavam tempo de observagio de trés semanas, enquanto neste estudo o tempo foi de

36 semanas.

Os resultados também s&o diferentes em cada um dos modelos. MIWA ef al.
(1992b) obtiveram uma incidéncia de adenocarcinoma de 41% na mucosa pilérica em seu
grupo A; KAMINISHI er al. (1992) ndo diagnosticaram essa lesdo em seu grupo 1
RODRIGUES (2000), diagnosticou 6,25% ao nivel da anastomose em seu grupo 1L
OVREBO et al. (2002), obtiveram nos animais do grupo III (refluxo através do piloro), 12
% com 24 semanas e 33% apo6s 52 semanas. LIU ef al. (2003), nfo obtiveram neoplasia
com periodo de observacdo de trés semanas. Neste estudo obteve-se 12% de

adenocarcinoma ao nivel da anastomose apds 36 semanas no animais do grupo HI

(RDG-P).

Em termos de lesdes proliferativas adenomatosas, MIWA er ol (1992b)
obtiveram uma incidéncia de 59% na mucosa pilérica e de 29% na regido da anastomose;
KAMINISHI ef al. (1992) ndo obtiveram lesdes proliferativas adenomatosas em seu grupo
1; RODRIGUES (2000), obteve no grupo II a incidéncia na regiio da anastomose de
43,75% e de 68,75% na mucosa pilorica. Neste estudo, obteve-se no grupo III (RDG-P)
40% de lesbes do tipo adenomatosas ao nivel da mucosa pré-pilorica e 72% ao nivel da
anastomose.Os trabalbos de OVREBO ez al. (2002) e LIU ef al (2003) ndo fazem

referéncia a esta lesdo.

A seguir, a fabela 15, relaciona alguns dos trabalhos da literatura que utilizam
modelos experimentais de refluxo, através do piloro semelhante ao empregadc nesta
pesquisa, no que se refere & metodologia empregada (M), tempo de seguimento{T), a

incidéncia de adenocarcinoma (AC) e 4 Hiperplasia Adenomatosa {(HA).
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Tabela 15 - Comparacio entre estudos semelhantes quanto 3 metodologia (M), tempo de
seguimento (T), presengca de Adenocarcinoma (AC) e Hiperplasia

Adenomatosa (HA)na mucosa Pré-pilorica (pré-pil) ou na anastomose{Ana)

(M) (T)
(semanas)
(Pré-pil)  (Ana})  (Prépil)  (Ana)
KAMINISHI ef al. Curvatura maior 30 0 0 0 0
(1992) Parede anterior
MIWA ef ol (1992b) Curvatura maior 50 41 0 59 29
Parede anterior
RODRIGUES (2000) Curvatura menor 54 G 6,25 6875 43,75
Parede anterior
OVREBO et al. (2002) . 24 0 12 - L
OVREBO et al. (2002) - 32 0 33 - .
LIU ef al. (2003) . 3 0 0 0 G
MONTEIRO (2004) Curvatura maior 36 0 12 40 72
Parede posterior

As diferencas observadas entre o trabalho de KAMINISHI ef al. (1992), e os
demais citados, poderiam ser explicadas pelo reduzido tempo de seguimento de 30
semanas; porem quando comparado com o presente estudo observa-se que o tempo de
seguimento foi semelhante (30 e 36 semanas respectivamente), diferindo, apenas no local
da realiza¢@o da anastomose; no entanto quando se avalia o trabalho de OVREBO et i,
(2002), em que os animais foram observados durante 24, 36 e 52 semanas, ja com 24
semanas observa-se 12% de lesbes denominadas “neoplasias”, ndo fazendo referéncia &
hiperplasia adenomatosa ou a adenocarcinoma, sugerindo talvez critérios histopatologicos

diferentes dos demais.

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos observados no trabalho
de MIWA ef al (1992b), ¢ RODRIGUES (2000), quanto & incidéncia de lesdes
proliferativas adenomatosas, porém no que se refere ao tempo de seguimento, observa-se
ne nesse estudo um tempo de seguimento de 36 semanas, e respectivamente 50 ¢ 54

semanas nos outros trabalhos.
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No que se refere 4 incidéncia e localizagdo do adenocarcinoma, o presente
trabalho assemelha-se ao estudo de RODRIGUES (2000), que obteve baixa incidéncia
desta lesdo e com localizagdo ao nivel da anastomose, porém com periodo de observagio

maior que no presente estudo.

Estas divergéncias com os demais estudos podem ser atribuidas as diferencas na
interpreta¢do histologica das leses, a utilizagio de técnicas ciriirgicas diferentes, como o
posicionamento da gastrojejunoanastomose ou ainda por uma possivel susceptibilidade
heterogénea dos ratos de linhagem WISTAR 2 indugfio neoplasica. De qualquer modo,
avaliando-se os trabalhos fica demonstrado que o refluxo das secrecdes do contetido
duodenal leva ao desenvolvimento de lesdes proliferativas predominantemente benignas,
como a hiperplasia adenomatosa e em menor proporgio as malignas, como o

adenocarcinoma.

4.7 - Refluxo duodeno-gistrico e carcinogénese

Embora os modelos experimentais associem o refluxo duodenal, pancreatico,
esofagico e também coldnico com o desenvolvimento de carcinomas gastricos, uma
elucida¢io mais clara de como isso ocorre ainda ndo foi descrita MIRVISH, (1997). Alguns
autores como MASON (1986) e MIWA er al (1992a), tentaram averiguar qual o
componente das secregdes do contendo duodenal seria o responsavel pelo desenvolvimento
de neoplasias gastricas em ratos. Utilizando-se procedimentos cirtrgicos, que
seletivamente, colocavam em contato a secregio biliar, a pancreatoduodenal ou ambas,
simultaneamente, com a mucosa gastrica de ratos, esses autores chegaram a conclusdes
opostas. MASON (1986), conclui que o componente pancreatoduodenal seria o responsavel
pelo desenvolvimento de neoplasias em 71% dos ratos, enquanto que com a secrecio biliar
isolada nfio diagnosticou o adenocarcinoma. MIWA ef al (1992 a), obtiveram uma
mecidéncia de 25% com a secrecdo biliar isolada e de zero com a secrecio
pancreatoduodenal. A mistura das duas secregdes propiciou o desenvolvimento do
adenocarcinoma em 38% dos animais de MIWA e al. (1992 2), e em 58% dos de MASON

(1986). Embora em se tratando de outro érgfo, € valido mencionar que PERA ef al. (1993),
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concluiram que somente com a exposicio 4 secre¢do pancreatoduodenal ou biliopancreatica
obtiveram o desenvolvimento de carcinomas esofigicos em ratos tratados com 2.6
dimetilnitrosomorfolina (40mg/kg). A exposicio a secrecdo biliar isolada ndio levou ao

desenvolvimento de carcinomas.

Alguns estudos experimentais demonstraram os efeitos das secrecBes biliar e
pancredtica no crescimento do epitélio intestinal (ALTMANN ¢ LEEBLOND, 1970;
HOSOMI et al 1987). Fatores de crescimento, tais como o fator de crescimento
epidérmico, foram identificados na mucosa duodenal e no suco pancreatico de ratos
(FUKUOKA ef al. 1986; JAWOREK e KONTUREK, 1990). O fator de crescimento
epidérmico ¢ capaz de estimular a atividade da ornitina-dexacarboxilase, enzima
considerada como um marcador da proliferacio celular na mucosa do trato gastrintestinal e
no pancreas. Essa enzima cataliza a biossintese de poliaminas, e putrescina PEGG e
McCANN, (1982). Essas substincias estio presentes nas células de todos os tecidos do
corpo € tém importante papel no crescimento da mucosa do tubo digestorio e tecido
pancreatico, especialmente no periodo neonatal e apos estimulagdo hormonal Sabe-se que

um estado proliferativo aumentado é um dos pré-requisitos para o desenvolvimento
neoplasico. DOWLING et al. (1985).

A acdo detergente dos sais biliares também pode estar relacionada ao processo
de carcinogénese. Ela ¢ essencial para a absor¢io de gorduras no intestino delgado e esta
a¢do ndo lesa a mucosa neste local. No entanto, quando aplicada sobre o epitélio coldnico e
esofagico, ela pode levar & inflamagfio e promover a carcinogénese MIRVISH, (1997).
Particularmente sobre a mucosa gastrica, essa agio leva a atrofia do revestimento mMUcoso,
facilitando a penetragio de carcindgenos através da barreira mucosa e consequentemente a
sua atuagdo junto ao compartimento proliferativo da mucosa MIWA er ol (1994).
Adicionalmente, existe a possibilidade dos sais biliares reagirem com o nitrito e formar
nitrosaminas carcinogénicas, como ¢ acido N-nitrosoglicélico. Essas substincias sdo
carcinogénicas para o figado e provavelmente para o estdbmago de ratos
(BUSBY er al 1985; MIRVISH, 1997). Estudos clinicos também associam a secregdo
biliar ao desenvolvimento do cincer gastrico. ANDREICA et al. (1987) analisando o suco
gastrico, descobriram que a freqiéncia do refluxo biliar era mais elevada em pacientes com

cincer em relac¢io aos controles.
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THOMAS ef al. (1984), relataram que o grau do refluxo biliar medidoe através
de cintilografia, estd relacionado com a intensidade da displasia gastrica. YASUI e of.
(1993), verificaram que o refluxo duodeno-gastrico primario é mais prevalente em
pacientes com carcinoma gastrico incipiente que em voluntarios normais. No entanto, esses
estudos ndo podem ser considerados como a palavra final na relacio entre o refluxo
duodeno-gastrico ¢ cancer gastrico. GIRELLI ef al (1996), analisando os métodos de
deteccdio do mencionado refluxo, observaram que a maioria desses métodos resulta em
medidas imprecisas, seja devido a caracteristica intermitente do refluxo, seja por falhas

intrinsecas da metodologia empregada.

MIWA et al. (1994), referem que a carcinogénese gastrica, sem a utilizacio de
carcindgenos, ndo pode ser totalmente explicada somente com a atividade promotora dos
acidos biliares e suas propriedades detergentes. Esses autores acreditam que alguma
substancia carcinogénica deva ser formada em algum estigic do processo de
desenvolvimento de neoplasias gastricas mediadas pelo refluxo das secre¢des duodenais. A
teoria de CORREA ef al. (1975), da formacdo intragastrica de compostos nitrosos, poderia
encaixar-se perfeitamente neste modelo. No entanto, esta teoria pressupbe que bactérias
passariam a colonizar o estdmago hipocloridrico e converteriam o nitrato em nitrito e,
posteriormente, o nitrito combinando-se com aminas e amidas formaria os compostos
N - nitrosos, carcinogénicos para a mucosa gastrica (HAWKSWORTH e HILL, 1971;
CORREA, 1992). Os achados de MIWA ef al. (1992 b), em ratos nio submetidos a
procedimento cirrgico, com refluxo duodeno-gastrico através do piloro ndo permitem a
aplicagdo da teoria de CORREA ef al. (1975), uma vez que observaram que em valores de
pH menores que 4,0, ndo ocorre a colonizagio e a conseqiiente atividade de bactérias
redutoras do nitrato no estdmago HILL, (1985). Portanto, os mecanismos intrinsecos do
processo de carcinogénese gastrica, através do refluxo duodeno-gastrico, ainda estio para

serem elucidados.

O presente estudo demonstrou que o refluxo das secrecdes do contetido
duodenal atua como agente promotor, levando ao desenvolvimento de lesGes proliferativas
benignas, como a hiperplasia adenomatosa. Outros estudos realizados anteriormente em

nosso meio € no exterior confirmam os mesmos resultados deste trabalho sobre as
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caracteristicas promocionais do refluxo duodeno-gastrico sobre a mucosa gastrica de ratos.
(KOBAYASI er al. 1991, SAAD, 1993; RODRIGUES 1995 b e 2000, OVREBO ef al.
2002).

Recentemente LIU ef al. (2003) demonstraram que mesmo em curtos periodos
onde a mucosa gastrica exponha-se ao refluxo duodeno-gistrico, pode-se observar a

presenca de danos celulares, como a hiperplasia.

A pesquisa na area de carcinogénese gastrica experimental vem obtendo
avangos notaveis e, recentemente, WATANABE ef al. (1998) conseguiram desenvolver um
novo modelo experimental com a obten¢do de carcinomas gastricos em roedores, apenas
com infec¢do com cepas do Helicobacter pylori, abrindo uma nova perspectiva para
pesquisas futuras. Os estudos no campo da Biologia Molecular, certamente, contribuirio

para a elucidagfio do complexo processo de transformagao neoplasica.
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5 - CONCLUSOES
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1- O refluxo duodeno-gastrico induz a alta freqiiéncia de lesbes proliferativas

na mucosa adjacente & anastomose gastrojejunal ou na mucosa pré-pilérica.

2- Os carcinomas sdo raros no modelo experimental proposto nesta pesquisa
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Composicio da Racio Utilizada

NUVILARBR- Codigo de produto 6003

Composiciio Basica do produte: Carbonato de calcio, farelo de soja, farelo de trigo,
fosfato bicalcico, milho integral moido, cloreto de sodio, premix vitaminico mineral

aminoacido, farinha de peixe, farinha de carne.

Eventuais substitutivos: Farelo de alfafa, farelo de arroz, farelo de girassol, farelo de
milho, farinha de conchas de ostras tipo 1, farinha de penas hidrolisadas, farinha de sangue,

soro de leite em pd, cevada, gordura animal estabilizada, soliveis de pescado dessecados.

Niveis de garantia por quilograma de produto:

Caleio (MaX)....oooeii e 1,40%
Extrato etéreo{min.}................................_.... 3.00%
FOSTOro (min.).....ooovoieee 0,60%
Matéria fibrosa (max).................................. 9,00%
Matéria mineral (IAX)...........ooveeeeereevie 10,00%
Proteina bruta (Min)...........__......................... 22,00%
Umidade (max)........coooooo 12,50%

Enriquecimento por quilograma do produto:

Vitaminas: Vitamina A 25.200 Ul; Vitamina D 2.100 UI: Vitamina E 60,00 mg; vitamina
K 12,50 mg; Vitamina Bl 14,40 mg; Vitamina B2 11,00 mg; Vitamina B6 12,00 mg;
Vitamina B12 6,00 mcg; acido nicotinico 52,50 mg; Acido pantoténico 112,00 mg; Acido
félico 6,00; Biotina 0,26mg; colina 100 mg.
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Microelementos Minerais:Ferro 50 mg; zinco 60 mg, cobre 10,00 mg; iodo 2 mg;

Manganés 60,00 mg; Selénio 0,05mg; Cobalto 1,50 mg.
Aminoacidos: Metionina 3000,00 mg; Lisina 100,00 mg.
Conservacio: Conservar em ambiente seco e arejado, evitando-se luz e calor excessivos.

Rotulo registrado no Ministério da Agricultura e Reforma Agriria sob n° 4453.00118.

Apéndice |
146



Preparo da Formalina Tamponada 10%

Formol..........oooooii 100 ml
Agua destilada. .. ... . . 900 ml
Fosfato de sodio monobasico.......................... 4¢g
Fosfato de sodio dibasico....................... 6,5%

Misturar tudo em um béquer, mexendo com espatula de vidro até total
homogeneizacdo. O nivel do pH deverid encontrar-se a 10% A corregdo do pH para

acidificar € realizada acrescentando-se HCI ou NaOH para alcalinizar-se a solugio.
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Calculo no n° de animais por grupo (n)

Tamanho Amostral para Proporg¢io (Estudo Descritivo-variiavel Qualitativa)

Fixar:

P= proporg¢do de individuos com a caracteristica de interesse na populagdo
D=diferenca desejada entre proporgdo amostral e proporgio populacional (erro amostral)

Alfa= nivel de significancia (bilateral)

P o 0,531
D 0,200
Alfa 0,05
n _ 24

HULLEY e CUMMINGS, (1988).

Departamento de Estatistica — Comissdo de Pesquisa FCM-UNICAMP
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Tabela 16 - Descrigdo das lesdes macroscopicas encontradas em cada animal do grupo I

(RDG)

Les6es Macroscopicas

Grupo II - Refluxo duodeno-gistrico (RDG)

* peso do animal antes da laparotomia

+ peso do animal no sacrificio

ANIMAL ESTOMAGO ANASTOMOSE PRE-PILORICA ESCAMOSA

peso (g1} (cm)
R1 50X538 tecido vinhoso dilatado normal
* 238 2.0 cm 1.0cm
+ 480
R2 5,0x4.5 tecido vinhoso dilatado dilatada
*251 1,5cm 1.3cm
+391 alca aferente

4cm
R3 3.0x45x sem lesdo dilatado 1 cm normal
* 230
+ 492
R4 35x35 sem lesdo dilatado 1 cm normal
* 260
+ 468
RS 50x350 sem lesdo dilatado 2 cm dilatada
*233 alca aferente
+371 4 cm
Ré 350x47 lesfio vegetante tecido endurecido dilatada
* 244 alca aferente ¢ ulcerada lcm
+ 409 3.8cm 1,5x1cmx0.8cm
R7 40x40 2 lesbes vegetantes dilatado normal
* 260 1.0x06 Iem
+ 469 05x04
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ANIMAL ESTOMAGO ANASTOMOSE ~ PRE-PILORICA ESCAMOSA

peso (gn) (cm)
RS 3.5x43 2 lesGes vegetantes normal norinal
* 266 0,7X0,5X0,3
+ 492 1.3X08X 038
RS 3,0x3.5 normal normal normal
* 257 0.7 cm
+ 491
RI0 3.0x32 normal normal normal
* 728 0.8cm
+ 395
R1l 40x35 normal normal normal
*254 0,8 cm
+ 435
Ri2 4,0x3,5 normal dilatado normai
*229 12
+417
RI13 2.8x40 normal normat normal
* 262 0.8
+423
R14 4.0x4,0 normal dilatado normal
* 260 1,2
+ 457
R15 45x40 2 lesdes polipoides normal normai
* 234 05x0,7x0,3
+ 410 1.0x05%x0,5
Rle 40X 40 lesfio nodular normal normal
*®215 20x1,0x04
+410
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ANIMAL ESTOMAGO ANASTOMOSE PRE-PILORICA ESCAMOSA

peso {gr) (cm)
R17 435x59 nommal normal normal
* 240
+435
RIB 35x50 lesdo vegetante normal espessada
* 244 0,5x0,7
+ 405
R19 5,0x4,5 espessada normal normal
*215
+ 400
R20 45x38 les8o ulcerada normal normal
* 230 1.0x0;5
+ 420
R21 55x3.8 lesfio vegetante normal normal
* 255 1,0x 1,6
+ 480
R22 4.8x4,4 lesdo nodular normal normat
*210 0.2x0.4
+ 390
R23 51x55 normal normal normal
*235
+ 430
R24 3,5x38 cspessamenio normal normal
* 248
+ 440
R25 44X55 normal norrnat normat
* 250
+ 448
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Lesdes Macroscopicas

Grupo HI — Refluxo através do piloro (RDG-P)

Tabela 17 - Descricdo das lesdes macroscopicas encontradas em cada animal do grupo
II(RDG-P)
* peso do animal antes da laparotomia

+ peso do animal no sacrificio

ANIMAL ESTOMAGO ANASTOMOSE PRE-PILORICA ESCAMOSA

Peso (gr) {cm)
R1 4.3x40 Iesdo ulcerada, > pregas > pregas
*303 alga dilatada bordos clevados
+ 474 1.0x0,8x0,3
R2 42x40x30 > pregas tecido espessado
* 339 Alca dilatada esbranquicado
+378
R3 50x48 lesdio nodular elevada normal espessado
* 280 enegrecido 1,0x17x0,4
+448
R4 42x40 discreta elevagfio discreta elevacfio espessado
*290
+403
R5 4.1x43 lesfio nodular elevada  discreta elevagio espessado
* 265 1.8x1,0x0,3
+ 408
RO 45x40 elevacdo na linha normal npormal
*270 de sutura
+412
R7 3.3x4,5 lesdo uicerada elevagio espessado
*290 0,7 20,6 x0,3
+338 depressdo central
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ANIMAL ESTOMAGO ANASTOMOSE PRE-PILORICA ESCAMOSA

Peso (gr) (cm)

R8 40X30 3 lestes bordos dilatado normal
*290 elevados
+497 1.0x1,3x0,5

0,3x05x05

02x06x0,2
R 3.0x35 lesdio elevada dilatado normal
*299 05x0,5x0,4
+ 489
R10 3.0x3,5 lesdo nodular dilatado normal
*280 0,5x05x0,5
+470
R11 3.0x70 2 lesbes ulceradas dilatado normal
* 285 1.3x0,5%0,5
+ 478 05x07x04
RI12 3.0x355 lesdo nodular lesio 1,5x 1,0 normal
*280 20x1,5x05
+440
Ri3 55x5,0 lesdo ulcerada normal normal
*290 0,8%0,5x0,5
+430
Ri4 55x%x50 lesfio polipdide normal normai
*300 1.5x1,0
+ 460
Ri15 7,0x 4.0 lesdo polipdide normal normal
*276 1.9x1,5x0,9
+ 390
Ri6 3.3x40 lesdo polipoide lesdio vegetante normai
*288 1.0x05x0,5 1,0x0,5
+420
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ANIMAL ESTOMAGO ANASTOMOSE PRE-PILORICA ESCAMOSA

Peso (gr) {cm)
R17 43x40 lesdo polipoide normal normal
*299 LOx0,5
+420
Rig8 43x33 lesfio polipoide les#o ulcerada normal
*260 1,3x08x%x0,5 0,5x03
+ 420
R19 40x40 lesdo polipoide normal normal
*290 0.5%x0,5x1,0
+395
R20 3.3x43 3 lesbes polipdides lesdo vegetante espessado
*290 03x02x03 06x02
+400
R21 50x3,3 Iesfo polipdide ¢spessado espessado
*295 0,7x0,7x0,6
+420
RrR22 4,0%43 les3o polipoide normal normal
*275 1,0x08x0,5
+415
R23 45x40 lesdo Polipoide normat normal
*280 1.0X05
+420
R24 60x60 lesdo vegeiante normal normal
*290 alca cega 1.0x05
+415 abscesso
R25 6,0x4,0 normal normal normzal
*288
+420
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Lesbes Microscopicas encontradas no grupo Il (DRG)

Tabela 18 - Freqiiéncia de lesdes microscopicas em cada animal do grupo I1 (RDG).
PRE-PIL (mucosa pré-pildrica) ANAST (mucosa da anastomose)
ESCAM (mucosa escamosa) H A (Hiperplasia Adenomatosa)
AC {Adenocarcinoma) HE (Hiperplasia Escamosa)
S (Sim ) N (Nio)

ANIMAL GRUPO PRE-PIL HA ANAST HA ANAST AC ESCAM HE
1 1I N N N N
2 I N N N N
3 It N N N N
4 I N N N N
5 II N N N N
6 i1 N S N N
7 I N 8 N N
8 I N S N N
9 i N N N N
16 i N N N N
11 H N N N N
12 It N N N N
13 I N N N N
14 I N N N N
15 H N S N N
i6 I N 8 N N
17 i N 3 N N
18 il N s N N
19 It N S N N
20 I N N N N
21 H N S N 8
22 I N N N 5
23 i1 N S N S
24 i N N N N
25 1 N N N N
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Lesbes Microscopicas encontradas no grupo III(RDG-P)

Tabela 19 - Freqiiéncia de lesdes microscopicas em cada animal do grupo HI (RDG-P).
PRE-PIL (mucosa pré-pilérica) ANAST (mucosa da anastomose)
ESCAM (mucosa escamosa) H A (Hiperplasia Adenomatosa)
AC (Adenocarcinoma)  HE (Hiperplasia Escamosa)
S (Sim) N (Nio)

ANIMAL GRUPO PRE-PIL HA | ANAST HA ANAST AC ESCAM HE
1 FH | N S N N
2 m N S N N
3 m N S N N
4 11} N N N N
5 I N S N N
6 I N S N N
7 I S S N N
3 I S S N N
9 i S ) N N
10 Jit\ 5 S N N
11 i N 5 N N
12 i | 5 N S S
13 i) N 8 N N
14 HH N N S S
15 m N S N N
16 X N N S N
17 1i1 N N N N
18 S S N S
19 o S 3 N S

20 I ) b N 5
21 n S ) N N
22 1 8 5 N N
23 i N 5 N N
24 I N N N N
25 IH N N N N
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Tabelas de Freqiiéncia

* Para fazer as comparagdes foi utilizado, para medidas independentes, o teste
qui-quadrado ou teste exato de Fisher (20% das caselas com frequéncias

esperadas <5).

¢ Foi utilizado um nivel de significAncia de 5% (p-valor < 0.05).

Tabela 20 - Tabela de freqiiéncia - Tipo de lesdo por grupo, para cada local

Preé-Pildrica A mor GZruno Anagiomose HA Dor Zruno

Frequency, Freguency,

Percent , Percent ,

Row Pct Row Poct

Col Pct L II LITT , Total Col Pect  LIIX L, IIT ,  Total

N ‘ 25, 5, 40 N ’ 5, 7, z2
s 20.00 , 30.00, 80.00 s 30.00 , 14.00 , 44.80
, 82.50 , 37.850 , , G8.18 , 31i.82 ,
, 100.00 , 50.00 , , 60.00 , 28.00 ,

5 P o, ic , 10 3 ’ 10 , 8, 28
. .00 , 20.00 , 20.00 , 20.00 , 38.00 , 56.00
’ ¢.00 , 100.00 , , 35.71 , 84.29 ,
’ g.00 , 40.00 , . 40.0¢ , 7Tz2.00 ,

Total 25 25 50 Total 25 25 50

50.00 5C.00 100.00 5¢.00¢ 50.00 100.00

Statistic Chi~8guare: P-valor = {.0002 Statistic Chi~S8quare: P-valor = 0.5227

Arastomocses AL wor Grunc fgcamose N5 por Srupe

Fregquency, Freguency,

Percent , Percent ,

Row Pct Row Pot

Col Peot L IT (III , Toctal Col Peot  ,II SLII s Total

N ’ 25 , 2z, 47 N ” 22, 2, 42
s B0.00, 44.00 , 94.00 ,  44.0C , 40.00 , 84.00
, 53.1% , 46.81 , , D2.38 , 47.82 ,
. 10C.00 , &B8.00 , » 88.0C , 80.00,

s B o, 3, 3 s P 3, 5, 8
P 0.a¢ , 6.00 , .00 P 6.00 , 10.00 , 16.00
B 0.00 , 1s0.0C , , 37.50 ., 62.50 ,
’ 0.00 , 12.60 , , 12.00 , 20.00 ,

Total 25 z25 50 Total 25 25 50

50.00 50.00C 100,00 50.00 50.00 100.00
Fisher's Exact Test: P-~Valeor = §.2347 Fisher’s Exact Test: P-Valor = (.7019
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